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11E10 Anti-Stx-2 monoclonal antibody 11E10、抗Stx-2マウスモノクローナル抗体11E10 
15B4 Anti-Stx-2 monoclonal antibody 15B4、抗 Stx-2マウスモノクローナル抗体 15B4 
AAPS American Association of Pharmaceutical Scientists、米国薬学会 
ALP Alkaline Phosphatase、アルカリホスファターゼ 
ALP-conjugate Alkaline Phosphatase conjugate、アルカリホスファターゼ標識体 
APCI Atmospheric Pressure Chemical Ionization、大気圧化学イオン化法 
APPI Atmospheric Pressure Photo Ionization、大気圧光イオン化法 
LC-MS/MS Liquid Chromatography - tandem Mass Spectrometry、液体クロマトグラフィー質
量分析法 
AUCss Area Under the serum concentration time Curve、最終投与日の投与間隔（0時か
ら 24時間まで）における血清中濃度‐時間曲線下面積 
AUCinf Area Under the serum concentration time Curve、0時から無限大時間までの血清
中濃度‐時間曲線下面積 
AUCt Area Under the serum concentration time Curve、0時から定量可能な濃度の最後
のサンプリング時間までの血清中濃度‐時間曲線下面積 
BLOQ Below Lower Limit of Quantification、定量下限未満 
BMI Body Mass Index、ボディー・マス・インデックス 
BMV Bioanalytical Method Validation、生体試料中分析法バリデーション 
BSA Bovine Serum Albumin、牛血清アルブミン 
CDP-Star 〔化学発光試薬名．アルカリホスファターゼの基質〕 
CDR Complementarity Determining Region、相補性決定領域 
CIC Ciclesonide， 
 16, 7-[(1R)-Cyclohexylmethylidenedioxy]-11,21-dihydroxypregna-1,4-diene-3,20- 
dione 21-(2-methylpropionate) 、シクレソニド 
CIC - HFA 〔シクレソニドの加圧式定量噴霧吸入器製剤〕 
Ciclesonide M1   Des-isobutyryl-Ciclesonide、シクレソニド活性代謝物 
Cmax maximum Concentration、最高血中濃度 
CV Coefficient of Variation、変動係数 
d11-Ciclesonide 〔シクレソニドの重水素標識体〕 
d11-Ciclesonide M1 〔シクレソニド活性代謝物の重水素標識体〕 
DiQC Dilution Quality Control sample、希釈測定用品質管理試料 
ECL Electrochemiluminescence immunoassay、電気化学発光免疫測定法 
ELISA Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay、酵素免疫測定法 
EMA European Medicines Agency、欧州医薬品庁 
ESI Electro-Spray Ionization、エレクトロスプレーイオン化 
Fab antigen-binding Fragment、抗原結合性フラグメント 
FDA U.S. Food and Drug Administration、アメリカ食品医薬品局  
Gb3 Globotriosylceramide、グロボトリオシルセラミド 
HBR Heterophilic Blocking Reagent、〔試薬名〕 
HFA/ HFA-134a Hydrofluoroalkane、代替フロン：1,1,1,2-テトラフルオロエタン 
HPLC High Performance Liquid Chromatography、高速液体クロマトグラフィー 
HQC High concentration of Quality Control sample、高濃度品質管理試料 
HRP Horseradish Peroxidase、西洋わさびペルオキシダーゼ 
HUS Hemolytic Uremic Syndrome、溶血性尿毒症症候群 
ICS Inhaled Corticosteroid、吸入ステロイド 
Ig Immunoglobulin、免疫グロブリン 
IgG Immunoglobulin G、免疫グロブリン G 
ISR Incurred Sample Reanalysis 
ISS Incurred Sample Stability  
LBA Ligand Binding Assay、リガンド結合法 
LLOQ Lower Limit of Quantification、定量下限 
LQC Low concentration of Quality Control sample、低濃度品質管理試料 
MAb, MoAb Monoclonal Antibody，モノクローナル抗体 
MAb1F4 Monoclonal Antibody 1F4、抗 Urtoxazumabイデオタイプマウスモノクローナル
抗体 
MF Matrix Factor、マトリックスファクター 
MQC Middle concentration of Quality Control sample、中間濃度品質管理試料 
MRD Minimum Required Dilution、最低希釈倍率 
MS/MS Tandem Mass Spectrometer、タンデム質量分析計 
O-157 O157:H7（Escherichia coli O157:H7）、腸管出血性大腸菌 
PBS Phosphate Buffered Saline、リン酸緩衝生理食塩水 
PK Pharmacokinetics、薬物動態 
pMDI pressurized Metered-Dose Inhaler、加圧式定量噴霧吸入器 
QC試料 Quality Control sample、品質管理試料 
r Correlation coefficient、相関係数 
RE Relative Error、真度 
RIA Radio Immuno Assay、ラジオイムノアッセイ 
SD Standard Deviation、標準偏差 
S/N Signal-to-Noise ratio 、SN比  
STEC Shiga Toxin-Producing E. coli、志賀毒素産生性大腸菌 
Stx Shiga toxin、志賀毒素 
Stx-2 Shiga toxin 2、志賀毒素 2 
t1/2 elimination half-life、消失半減期 
tmax maximum drug concentration time、最高血中濃度到達時間 
TMB 3,3’,5,5’-Tetramethyl-Benzidine、テトラメチルベンジジン  
ULOQ Upper Limit of Quantification、定量上限 
Vd Volume of distribution、分布容積 
MRT Mean Residence Time、平均滞留時間 
ICH International Conference on Harmonization、日米 EU医薬品規制整合化国際会議 
















































第 2 章では血清中バイオマーカーとして O-157 の産生する志賀毒素（Stx-2）に着目した．志賀
毒素産生性大腸菌（Shiga toxin-producing E. coli; STEC）感染者は下痢（水様便）の後に血便症状




として化学発光-ELISAを開発し，第 1 章のバリデーション項目をベースに高分子 LBAの特徴を
加味したバリデーションにより分析法の妥当性を検証した．確立した分析法を STEC に感染した
小児の疫学調査に応用し，血清中 Stx-2 の出現タイミングや濃度推移を検討した． 
 
第 3 章ではバイオ医薬品の事例として，Stx-2 中和抗体である Urtoxazumab の血清中薬物動態を
解析した．Urtoxazumab は血清中で Stx-2 の標的結合部位に結合し，細胞毒性を抑制する抗ベロ毒
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第 1 章 APPI-LC-MS/MS 法による吸入ステロイド剤 Ciclesonide の薬物濃度測定法と薬物動態 
第 1 章では，日本人小児気管支喘息患者を対象に新規吸入ステロイド剤である Ciclesonide 投与
時のヒト血清中濃度測定法に関する基礎研究を行った． 
















Fig. 1 Chemical structure of Ciclesonide and its active metabolite (Des-isobutyryl- 
Ciclesonide)  
 
 Ciclesonide を定量噴霧式エアゾール製剤（pMDI）として吸入投与すると，成人で 52%の薬剤が
肺に到達する[28]．Ciclesonide および Ciclesonide M1 は脂溶性が高く[25]，肺滞留時間が長いため
[29,30]，肺局所において持続的な抗炎症作用を示す．肺で生成された Ciclesonide M1 は循環血中
に移行して，肝で速やかに代謝・不活性化される[31]．一方，肺に到達せず，嚥下により消化管か
ら吸収された Ciclesonide は，経口投与時のバイオアベイラビティーが 1%と低いことから[26,32]
ほとんど循環血中では観測できないと考えられる． 
以上のことから，Ciclesonide は肺局所から吸収された薬剤のみが血中濃度として観測されるの
で，活性代謝物である血清中 Ciclesonide M1 濃度を測定することで有効な吸入量を評価すること
が可能と考えられる．国内健康成人との比較により国内小児患者における吸入量の妥当性を考察
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する上でも，血中薬物濃度の測定が有効と考えられる． 










1-1 APPI-LC-MS/MS法による Ciclesonide 及び des-isobutyryl-Ciclesonide の同時測定法開発 
1-1-1 ヒト血清中 Ciclesonide 測定方法 
近年，多くの医薬品において血中薬物濃度測定には ESI-LC-MS/MS 法が用いられているが，
Ciclesonide のように組成式が CHO のみから構成されるステロイド類では，イオン化効率が低く，
感度が得られにくいことが知られている[33-35]． 
これまで，国内健康成人の血清中 Ciclesonide 及びその活性代謝物（Des-isobutyryl-Ciclesonide: 以
下 Ciclesonide M1）の定量には，コロナ放電により化合物をイオン化する APCI-LC-MS/MS 法が用
いられている[20]．海外でも APCI-LC-MS/MS 法による血清中 Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 の分








ている[39]．APPI-LC-MS/MS による血清中 Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 の測定においてもバリ
デーションの報告があり，大気圧光イオン化法(APPI)-LC-MS/MS法により血清 0.5 mL で定量下限
10 pg/mLを達成している[40]． 






d11-Ciclesonide（内標準物質-1）及び d11-Ciclesonide M1（内標準物質-2）は ALTANA Pharma AG
社より供給されたものを使用した．内標準物質-1 及び内標準物質-2 の構造を Fig. 2 に示す．HPLC
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純度はそれぞれ 91.8%及び 96.6％であったが，供給された化合物の重水素同位体の分布を測定し







































Fig. 2 Chemical structure of the two internal standards d11-Ciclesonide (a) and 











置（MS/MSシステム）は API5000（Applied Biosystems/MDS Sciex），APPI ionization source（Applied 
Biosystems/MDS Sciex），データ処理装置は Analyst Version 1.4.1（Applied Biosystems/MDS Sciex），
振とう機は SA-31（ヤマト科学株式会社），超純水製造装置は Milli-Q システム（旧日本ミリポア
株式会社），窒素乾固装置は Turbo Vap LV Evaporator（Caliper Life Sciences, Inc.）を用いた． 
 
（３）Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 の測定手順 
試料の前処理は以下の手順で実施した．検量線用試料もしくは QC用試料（330 L）において
は内標準溶液 50 Lを，ブランク試料においてはエタノール 50 Lを添加した後撹拌した．測定
試料及び並行 QC用試料（300 L）においてはエタノール 30 L及び内標準溶液 50 L を添加し
た後撹拌した．次にジイソプロピルエーテル(600 L)を添加し， 5 分間振盪した．遠心分離（設
定温度：15C，3000 rpm，5 分間）後，有機層（上層）470 Lをあらかじめ DMSO 50 Lを分注
しておいた別の試験管に加え，攪拌した．窒素気流下で濃縮乾固し，残留物に 50 Lのメタノー
ルを加え撹拌し，遠心分離（設定温度：15C，3000 rpm，5 分間）した．上清 40 Lを LC-MS/MS
に注入した． 
APPI-LC-MS/MS の分析条件を Table1 及び Table2 に示した． 
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Table 1 HPLC condition 
Analytical column：Luna C18（2）（4.6 mm I.D. 50 mm，5 m，Phenomenex） 
Column Inlet Filter：Model 7335（0.5 m pore 3.0 mm I.D.，Rheodyne LLC） 
Mobile phase A：10 mmol/L acetic acid in water ／acetone（8：2，v/v） 
Mobile phase B：10 mmol/L acetic acid in ethanol ／acetone（8：2，v/v） 






Flow rate：1 mL/min 
Column oven temperature：40C 
Autosampler temperature：room temperature 
Needle Wash solution：Methanol 
Analytical time：7 minutes 
Time (min) Mobile phase A (%) Mobile phase B (%) 
0.00～3.00 40→5 60→95 
3.00～6.00 5 95 
6.00～7.00 40 60 
 
 
Table 2 MS/MS condition 
Ionization： APPI（300C），negative ion mode 
Monitoring ion：  Q1 acetic acid adduct  
Analyte Q1（m/z*） Q3（m/z*） 
Ciclesonide 599.3 339.2 
Ciclesonide M1 529.3 357.2 
d11-Ciclesonide 608.4 339.2 
d11-Ciclesonide M1 538.4 357.2 





























検体マトリックスの選択は，成人における血清中 Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 の測定法構築






バイオアナリシスにおけるバリデーション（Bioanalytical Method Validation: BMV）は医薬品の
承認申請に用いられることから，その概念については ICHとは異なる独自の議論が行われていた．
現在の考え方の基本は 1990年の the 1st AAPS/FDA Bioanalytical Workshop (Crystal city I, VA) (Crystal 
city I, VA)のカンファレンスレポート[7]に基づいている．2000 年に the 2nd AAPS/FDA Bioanalytical 
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1-2-2 プレスタディーバリデーション 








100  (%) RE 　　
理論値
測定値－理論値
　   
・精度（変動係数：CV） 
100  (%) CV 　　
平均値
標準偏差
　   
・安定性（残存率） 
100  (%) 　　
用時調製した測定値
保存後の測定値














クの 20%以下，②内標準物質では測定系への添加量濃度のピークの 5%以下に設定した． 
その結果，Ciclesonide 及び d11-Ciclesonide 並びに Ciclesonide M1 及び d11-Ciclesonide M1 の保
持時間付近に妨害ピークは確認されなかった．Ciclesonide 及び d11-Ciclesonide のクロマトグラム
を Fig.3 に，Ciclesonide M1 及び d11-Ciclesonide M1 のクロマトグラムを Fig.4 に示す．日本人及び
コーカシアンの男女の血清中には，測定を妨害するピーク成分は見られなかった． 
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Fig.3 Typical chromatograms of human blank serum for Ciclesonide and d11-Ciclesonide 
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Fig.4 Typical chromatograms of human blank serum for Ciclesonide M1 and d11-Ciclesonide M1 
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1-2-2.2 定量限界  
バイオアナリシスにおける定量限界は，SN 比や検量線の切片のばらつきから理論的に求めた値
ではない．真度及び精度が確認され，生体試料中の妨害物質の影響を受けない最低濃度として規
定されるため，後述する選択性及び真度・精度の結果から Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 共に定








CV）が一定であると考え，重み 1，1/X及び 1/X2について最適な重み付けを検討した． 
血清中濃度範囲 10～2000 pg/mLにおいて 1日 1回 3日間検量線を作成した．検量線はCiclesonide
及び Ciclesonide M1 ともに重み付け 1/X及び 1/X2について真度（RE）は LLOQで20%以内，そ
の他で15%以内，精度（CV）は LLOQで 20%以内，その他で 15%以内を示し，十分な正確さを











Mean of RE 
（%） 
Ciclesonide 
1 0.9995～1.0000 0.4～21.4 -3.3～7.7 
1/X 0.9992～0.9999 0.2～5.9 -3.7～5.5 
1/X2 0.9984～0.9996 0.3～5.5 -3.5～2.2 
Ciclesonide M1 
1 0.9998～0.9999 0.7～51.5 -2.3～15.3 
1/X 0.9997～0.9999 0.2～4.6 -2.7～3.4 
1/X2 0.9993～0.9997 0.6～4.7 -2.2～2.1 





Fig. 5 Comparison of the percent relative errors in back-calculated concentrations from 
unweighted and weighted linear regression curves fit to the peak area ratio data (n=3) 















































































































































Curve 1 Curve 1 
Curve 2 
Curve 3 Curve 3 
Curve 2 





4 濃度水準に調製した血清を 6回繰り返し測定したときの測定値と CV及び REを求めた． 
日内再現性の結果の要約を Table 4 に示す．CV及び REともに判定基準を満たし，日内再現性
が確認された． 
 










Mean of RE 
（%） 
Ciclesonide 
10 9.824 5.7 -1.8 
20 18.20 3.8 -9.0 
100 95.80 3.9 -4.2 
1600 1570 3.3 -1.9 
Ciclesonide M1 
10 9.415 6.8 -5.9 
20 20.06 7.9 0.3 
100 93.58 4.2 -6.4 




ここでは日内再現性と同じ測定を更に 2 回（合計 3 回）行い，3日間における日間再現性を評
価した．  
日間再現性の結果の要約を Table 5及び Table 6に示す．CVは LLOQで20%以内，その他で15%
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10 20 100 1600 
1 
1 9.557 17.29 97.16 1579 
2 10.74 18.60 100.2 1486 
3 9.718 18.02 92.48 1550 
4 9.882 18.49 91.04 1560 
5 10.01 17.62 99.58 1640 
6 9.039 19.17 94.36 1605 
2 
1 9.781 17.99 89.48 1509 
2 9.679 18.62 90.09 1551 
3 9.571 17.38 92.17 1399 
4 9.235 18.26 93.06 1467 
5 9.894 18.63 90.38 1523 
6 9.652 19.55 88.76 1450 
3 
1 10.25 18.87 95.06 1466 
2 10.63 18.30 90.79 1505 
3 9.961 18.26 92.75 1495 
4 9.539 19.20 90.36 1493 
5 10.28 19.83 91.61 1492 
6 10.39 19.48 92.70 1514 
Total 
Mean (n=18) 9.878     18.53     92.89     1516     
SD 0.451     0.73     3.28     58     
CV (%) 4.6          3.9          3.5          3.8          
RE (%) -1.2          -7.4          -7.1          -5.3          
SD: Standard deviation, CV: Coefficient of variation, RE: Relative error 
CV (%) = SD / Mean  100 
RE (%) = (Mean of measured value - theoretical value) / theoretical value  100 
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10 20 100 1600 
1 
1 10.04 20.02 100.2 1483 
2 8.925 22.17 94.23 1442 
3 10.39 17.31 89.11 1442 
4 9.165 20.60 91.99 1470 
5 9.150 19.85 95.05 1568 
6 8.819 20.42 90.91 1521 
2 
1 9.895 18.95 85.86 1380 
2 10.61 19.30 93.81 1573 
3 9.253 18.17 92.03 1463 
4 9.120 17.02 88.28 1404 
5 9.695 18.15 90.05 1424 
6 9.344 17.05 85.47 1383 
3 
1 9.789 18.44 99.20 1462 
2 9.665 19.28 96.65 1485 
3 10.40 18.24 91.94 1482 
4 9.492 20.65 92.05 1495 
5 10.15 19.62 93.46 1453 
6 10.34 19.64 94.53 1460 
Total 
Mean (n=18) 9.680     19.16     92.49     1466     
SD 0.555     1.38     3.99     53     
CV (%) 5.7          7.2          4.3          3.6          
RE (%) -3.2          -4.2          -7.5          -8.4          
SD: Standard deviation, CV: Coefficient of variation, RE: Relative error 
CV (%) = SD / Mean  100 
RE (%) = (Mean of measured value - theoretical value) / theoretical value  100 


















プール血清もしくはエタノールに Ciclesonide または Ciclesonide M1 を 20，100 及び 1600 pg/mL
の濃度になるように調製した（以下，血清をバリデーション用試料，エタノール溶液を MF用試
料と記す）．同様に内標準物質の d11-Ciclesonide及び d11-Ciclesonide M1は 20，100及び 1600 pg/mL
の濃度になるように調製した（n=3）． 
バリデーション用試料は，分析法に従って前処理を行い測定した．MF用試料は 40 Lをそのま
ま LC-MS/MSに注入し，次の計算式から各物質の MFを求めた． 
 
・MF（%）= バリデーション用試料のピーク面積 ／ MF用試料の平均ピーク面積 100 
 
Table 7 に示すように，Ciclesonide の MFは 70.0～75.6%と濃度依存性は見られず，d11-Ciclesonide
の MFが 72.8%であることから，測定対象物と内標準物質の MFの間に大きな違いは認められな
かった．Ciclesonide M1 の MFも同様に 64.5～69.3%と濃度依存性は見られず，d11-Ciclesonide M1
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20 75.6 7.7 
100 73.7 3.8 
1600 70.0 4.4 
Ciclesonide M1 
20 69.3 0.9 
100 68.9 2.9 
1600 64.5 1.1 
d11-Ciclesonide - 72.8 2.5 





合計 12 個体（日本人：6 個体，欧米人：6個体）のブランク血清に Ciclesonide 及び Ciclesonide 
M1 を添加して検討用試料とした．検量線は，個体別の検討とは異なる個体のプールブランク血清
から調製した． 
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20 19.66 4.8 -1.7 
1600 1461 1.4 -8.7 
Ciclesonide M1 
20 20.51 6.2 2.6 
1600 1505 2.0 -5.9 
Caucasian 
Ciclesonide 
20 19.05 3.3 -4.8 
1600 1479 1.6 -7.6 
Ciclesonide M1 
20 19.82 5.9 -0.9 










 希釈再現性用試料（DiQC：4000 pg/mL）をブランク血清で 10 倍及び 100 倍に希釈し，希釈再
現性用試料とした．結果を Table 9 に示す．CV及び REは，Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 とも
に，いずれも CVは 15%以内，REは15%以内を示し，ヒト血清を用いて 100 倍までの希釈再現
性が確認された． 
 












Mean of RE 
（%） 
Ciclesonide 4000 
10 3887 3.6 -2.8 




10 3823 1.1 -4.4 
100 3787 5.2 -5.3 
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1-2-2.8 安定性 





バリデーション用に調製した血清試料（20 pg/mL 及び 1600 pg/mL）を試料前処理法に従い前処
理し，オートサンプラー中で保存した（n=3）．前処理直後のバリデーション用試料（n=3）と共
に測定値を算出し，安定性の計算式から安定性（残存率）を評価した． 
結果を Table 10 に示す．前処理後試料安定性の結果の要約を以下に示す．いずれの化合物，い
ずれの濃度においても安定性は 100±15%以内であることから，前処理抽出液中の Ciclesonide 及
び Ciclesonide M1 は，室温のオートサンプラー中で 48 時間安定であることが確認された． 
 


















バリデーション用に調製した血清試料（20 pg/mL 及び 1600 pg/mL）を-20℃で一晩凍結し，翌日
室温にて融解した（n=3）．凍結には初回は 24 時間，2 回目以降は 12 時間以上で保管した．上記
凍結と融解を 3 回繰り返し，調製直後のバリデーション用試料（n=3）と共に測定値を算出し，安
定性の計算式から安定性（残存率）を評価した． 
凍結融解安定性の結果の要約を Table 11 に示す．いずれの化合物，いずれの濃度においても安
定性は 100±15%以内であることから，血清中 Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 は，凍結融解操作 3
回まで安定であることが確認された． 
 
  - 20 -  
















バリデーション用に調製した血清試料（20 pg/mL 及び 1600 pg/mL）を室温（実測値：21.7C～
25.4C）にて実験台上で 4 時間及び 24 時間保存放置した（n=3）．調製直後のバリデーション用
試料（n=3）と共に測定値を算出し，安定性の計算式から安定性（残存率）を評価した． 
室温保存安定性の結果の要約を Table 12 に示す．いずれの化合物，濃度においても安定性は 100
±15%以内であることから，血清中 Ciclesonide 及び Ciclesonide M1 は，室温で 24 時間まで安定で
あることが確認された． 
 















ヒト血清中の分析対象物を 60 pg/mLおよび 1600 pg/mLの濃度になるように調製し-20℃にて保
存安定性を検討した．保存 6 週間までヒト血清中の Ciclesonide および Ciclesonide M1 の濃度に減
少は見られなかった． 
 
以上の結果から，本分析法はヒト血清中 Ciclesonide 及び活性代謝物 Ciclesonide M1 の濃度測定
法に適用できる性能を有していると判断した． 
 
  - 21 -  
1-2-3 実試料分析におけるバリデーション（インスタディーバリデーション） 
 実試料の分析には,  分析法バリデーションによって確認された分析法を用い，分析法バリデー
ションで確認した条件下で実試料を取り扱う．また，実試料分析における分析法の妥当性は，分
析単位ごとに検量線及び QC試料を測定することで評価する．ここで，医薬品の承認申請におい






















測定試料を測定する時は，QC用試料（3 濃度：20，100 及び 1600 pg/mL，n=2）を測定試料間
にほぼ均等に配置，測定し，測定法の信頼性を確認した．QC用試料は，6 試料中少なくとも 4 試




測定時の検量線の測定値を Table 13 及び Table 14 に示す，真度（理論値からの偏差）が±15%
以上のポイントは回帰から除外することができるが，全ての測定点において±15%以上の偏差は認
められなかった．残差プロットを Fig.6 及び Fig.7 示す．真度の偏りに傾向性がなく，回帰直線の
妥当性が確認された． 
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Table 13 Assay results of calibration curve samples for determining Ciclesonide in human serum 
Assay 
Batch No. 
Concentration ( pg/mL ) Correlation 
coefficient 10   20   50   100   200   500   1000  2000  
Assay #1 10.1 19.6 48.9 100.4 200.9 517.8 965.4 2037.9 0.9996 
Assay #2 10.0 20.0 50.5 98.9 194.7 507.6 996.7 2029.4 0.9999 
Assay #3 10.2 19.4 48.8 101.9 201.2 492.4 993.8 2065.5 0.9997 
Assay #4 10.1 19.6 49.1 96.2 208.3 488.2 1035.5 2014.6 0.9994 
Assay #5 9.8 20.5 50.7 102.5 198.0 492.1 985.5 1984.6 0.9998 
Assay #6 10.1 19.8 49.5 97.5 198.0 491.7 998.1 2125.4 0.9995 
Assay #7 10.3 18.9 50.1 101.4 196.4 512.2 1003.8 2005.6 0.9995 
Assay #8 10.0 20.2 49.7 99.3 204.8 479.2 1000.5 2045.7 0.9997 
 
 




Concentration ( pg/mL ) Correlation 
coefficient 10   20   50   100   200   500   1000  2000  
Assay #1 9.6 22.0 47.1 102.4 197.9 498.5 1036.0 1904.0 0.9982 
Assay #2 10.5 18.3 48.9 99.9 198.2 508.8 1008.7 2086.7 0.9989 
Assay #3 10.2 19.6 48.3 98.6 201.2 511.6 1024.4 1995.0 0.9997 
Assay #4 9.7 21.5 47.9 98.0 197.6 504.6 991.3 2052.0 0.9991 
Assay #5 10.1 19.6 51.9 94.3 201.1 514.3 996.2 2002.5 0.9994 
Assay #6 9.6 21.4 52.3 97.7 190.3 491.5 998.5 2026.2 0.9989 
Assay #7 10.0 20.1 49.2 99.3 206.1 505.0 967.9 2020.3 0.9998 
Assay #8 10.4 18.1 52.1 101.6 200.6 498.9 986.6 2024.7 0.9987 
  
 
































  Fig.6 Comparison of the percent relative errors in back-calculated concentration from 


































Fig.7 Comparison of the percent relative errors in back-calculated concentration from 
unweighted and weighted linear regression curves for Ciclesonide M1 determination. 
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Nominal RE Nominal RE Nominal RE 
20 (%) 100 (%) 1600 (%) 
Assay #1 
20.3 1.5 94.7 -5.3 1621.8 1.4 
18.8 -6.0 101.3 1.3 1565.8 -2.1 
Assay #2 
19.6 -2.0 100.4 0.4 1586.8 -0.8 
17.4 -13.0 100.8 0.8 1692.2 5.8 
Assay #3 
19.8 -1.0 95.5 -4.5 1620.8 1.3 
19.7 -1.5 99.6 -0.4 1586.8 -0.8 
 
 




Nominal RE Nominal RE Nominal RE 
20 (%) 100 (%) 1600 (%) 
Assay #1 
19.5 -2.5 95.9 -4.1 1508.9 -5.7 
17.2 -14.0 93.0 -7.0 1569.3 -1.9 
Assay #2 
17.4 -13.0 96.9 -3.1 1632.1 2.0 
18.8 -6.0 100.4 0.4 1578.8 -1.3 
Assay #3 
20.8 4.0 100.7 0.7 1674.0 4.6 
20.9 4.5 100.6 0.6 1571.2 -1.8 
 
実試料の採取から輸送，測定まで，検体と一緒に保管した併行 QC用試料の測定結果を Table 17
及び Table 18 に示す．輸送を含めた保管中に分析対象物の分解は認められず，検体は測定まで適
切に保管されたと判断した． 
 
  - 25 -  






 Stability  Stability  Stability 
20 (%) 100 (%) 1600 (%) 
Initial 
1 19.6 - 95.8 - 1537.9 - 
2 17.2 - 94.9 - 1535.2 - 
3 18.1 - 96.1 - 1505.7 - 





1 17.6 96.2  102.8 107.5  1639.9 107.4  
2 18.5 101.1  98.2 102.7  1675.4 109.8  
3 21.0 114.8  105.4 110.3  1691.9 110.8  
Mean 19.0 103.8  102.1 106.8  1669.1 109.4  
Initial 
1 17.5 - 96.1 - 1580.8 - 
2 20.6 - 92.3 - 1540.6 - 
3 18.2 - 95.8 - 1580.5 - 





1 21.5 114.4  93.2 98.4  1635.5 104.4  
2 19.8 105.3  102.1 107.8  1644.0 104.9  
3 20.0 106.4  103.1 108.9  1629.6 104.0  




1 19.2 102.1  103.0 108.8  1577.9 100.7  
2 18.1 96.3  108.4 114.5  1642.2 104.8  
3 19.8 105.3  96.5 101.9  1690.2 107.8  
Mean 19.0 101.1  102.6 108.3  1636.8 104.4  
Stability (%) =  concentrations of transported samples (Mean) / [concentration of sample shortly 
after preparation (Mean)] × 100 
-:  Not calculated 
 
  - 26 -  






 Stability  Stability  Stability 
20 (%) 100 (%) 1600 (%) 
Initial 
1 18.1 - 94.9 - 1402.6 - 
2 18.9 - 99.6 - 1450.8 - 
3 19.4 - 88.0 - 1552.5 - 





1 21.2 112.8  100.7 106.9  1530.1 104.2  
2 20.1 106.9  101.1 107.3  1641.5 111.8  
3 19.7 104.8  108.0 114.6  1594.6 108.6  
Mean 20.3 108.0  103.3 109.7  1588.7 108.2  
Initial 
1 18.7 - 94.1 - 1561.0 - 
2 19.0 - 88.0 - 1496.3 - 
3 19.2 - 92.2 - 1519.6 - 





1 18.5 97.4  102.1 111.7  1588.8 104.1  
2 20.0 105.3  97.8 107.0  1565.3 102.6  
3 21.8 114.7  103.5 113.2  1583.5 103.8  




1 20.0 105.3  101.2 110.7  1625.1 106.5  
2 21.2 111.6  96.4 105.5  1689.8 110.8  
3 19.0 100.0  101.2 110.7  1700.0 111.4  
Mean 20.1 105.8  99.6 109.0  1671.6 109.6  
Stability (%) = concentrations of transported samples (Mean) / [concentration of sample shortly 
after preparation (Mean)] × 100 
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1-3 小児患者における血清中 Ciclesonide 及び活性代謝物-Ciclesonide M1 濃度測定への応用 
1-3-1 Ciclesonide 吸入剤の国内小児臨床試験における薬物動態 
日本人小児気管支喘息患者 8 名に Ciclesonide 製剤（CIC-HFA） 200 µg/day（バルブからの噴射
量；アクチユエーターからの噴射量 160 µg に相当）を 7 日間反復吸入投与したときの Ciclesonide









5 歳から 15 歳までの日本人小児気管支喘息患者 8 名（男子 6 名，女子 2名）が，オープン試験
に登録された．各患者は 7 日間繰り返して 200ug/日の CIC-HFAを 1 日 1 回朝吸入した．血液サン





測定は 1-2 項にて妥当性の確認された分析法を用いて（株）新日本科学和歌山にて実施した． 
 
（２）血清中薬物濃度推移 
Cicesonide の血清中薬物濃度推移を Fig.8 に Ciclesonide M1 の血清中薬物濃度推移を Fig.9 に示
した．Ciclesonide 及び活性代謝物 Ciclesonide M1 の投与前値は，すべての被験者において定量下
限（10 pg/mL）未満であった． 
Ciclesonide は，すべての被験者において投与 0.5 時間後の血清中に検出され，投与 6時間後以
降では，すべての被験者において定量下限（10 pg/mL）未満となった． 
活性代謝物 Ciclesonide M1 は，すべての被験者において投与 0.5～1 時間後で最高血清中濃度に
達し，その濃度は 45.6～365.3 pg/mL であった．ヒト血清中活性代謝物 Ciclesonide M1 は，時間の
経過とともに減少していき，投与 24 時間後までに定量下限（10 pg/mL）未満となった． 













Fig.8 Time course of serum Ciclesonide level in Japanese patients (N=8) with 















Fig.9 Time course of serum des-isobutyryl-Ciclesonide level in Japanese patients 
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（３）薬物動態 
血清中 Ciclesonide M1 の濃度より，薬物動態パラメータを算出した．算出は実測値に基づきノ
ンパラメトリックを用いた．結果を Table 19 に示す． 
AUCt，AUCss，Cmax及び t1/2は，それぞれ 601.14±391.32 pg･h/mL，669.70±409.31 pg･h/mL，
167.80±105.20 pg/mL，3.24±1.47 h を示した．Cmaxを示した時間（tmax）は 0.5 時間（中央値）であ
った． 
 
Table 19 Pharmacokinetic parameters of Ciclesonide M1 in Japanese children with bronchial 
asthma following administration of 200 g Ciclesonide 












1 M 7 28.3 172.3 204.6 72.8 0.5 2.2 
2 M 8 29.6 1178.8 1264.1 365.3 0.5 2.8 
3 M 13 36.4 1080.5 1150.2 261.4 0.5 2.8 
4 F 13 58.0 670.9 799.3 199.6 0.5 6.4 
5 M 15 43.4 695.2 784.4 148.3 1.0 4.3 
6 F 11 45.8 379.8 417.8 106.8 0.5 2.5 
7 M 11 45.8 538.4 589.4 142.6 1.0 3.1 
8 M 5 21.0 93.3 147.8 45.6 0.5 1.8 
Mean  10.4 38.5 601.14 669.70 167.80  3.24 
SD   3.4 12.0 391.32 409.31 105.20  1.47 
Geometric 
mean 
   458.49 535.75 139.44  3.01 
AUC0-t: area under concentration-time curve, Cmax: maximum concentration observed, tmax: time reach 
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1-3-2.1 国内健康成人及び小児患者における薬物動態の比較検討 
（１）背景の比較 
 本試験との比較解析には，日本人健康成人における単回 200 µg投与の結果を参照した(Table 20)．
薬物動態の比較にあたっては，総暴露量が等しいとき反復投与時の定常状態における投与間隔
（0-24時間）の AUCssと単回投与時の AUCinf は一致すること等を考慮して，比較可能であると
考えた． 
 
Table 20 The means and the standard deviations of background factors (age, weight, 
height and BMI) 
Background factor Pediatric Children (N=8) Health Adults** (N=11) 
Age  (year) * 11（5‐15） 23（20‐37） 
Bodyweight (kg) 38.5 ± 12.0 58.6 ± 6.0 
Height (cm) 146.3 ± 18.7 168.9 ± 4.7 
BMI (kg/m2) 17.6 ± 2.0 20.6 ± 2.3 
*: For age, the medians and minimum to maximum values are shown. 
**: The background factors in 200 g dosing group are shown. 
 
（２）結果及び考察 
 小児気管支喘息患児及び健康成人に 200 µgの用量で吸入投与したときの比較においては，血清
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Fig.10 Time course of serum Ciclesonide M1 level in Japanese children (●) and healthy 
adult (○) following repeated CIC-HFA administration (200 µg/day) 
Each point indicates the mean (SD) for Japanese children with bronchial asthma (N = 8) 
and Japanese healthy adult (n = 11). 
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Table 21 Comparison of pharmacokinetic parameters for serum Ciclesonide M1 after repeated 
CIC-HFA administration (200 µg/day) between Japanese children with bronchial 






















521.4  203.3 
(488.6) 
668.5  212.6 
(638.0) 










601.1  391.3 
(458.5) 
669.7  409.3 
(535.7) 
3.2  1.5 
(3.0) 








0.55-1.29 - 0.56-1.57 0.53-1.32 0.89-1.73 
a): Figures in parentheses indicate geometric means. 
b): For t max, the median and minimum to maximum values are shown. 
c): For healthy adults, AUCinf is shown. 
d): Figures represent the ratio of pharmacokinetic parameters in the pediatric patients group dosed at 
200 g against those in the healthy adults group dosed at 200 g, and 90% confidence interval. 
 
血清中 Ciclesonide M1 濃度‐時間推移は両グループ間で大きな差は認められなかった．また，
薬物動態パラメータ（Cmax ，AUCt， AUCss及び t1/2）の平均値及び被験者別のプロットから，そ
れらの薬物動態パラメータに大きな差はないことが示唆された．Cmax ，AUCt，AUCτ及び t1/2の
比（幾何平均（90％信頼区間））はそれぞれ 0.84 (0.55‐1.29)，0.94 (0.56‐1.57)，0.84 (0.53‐1.32)
及び 1.24（0.89‐1.73）であり 1 を含んだ．tmaxの中央値（最小値‐最大値）は小児で 0.5 (0.50‐1.00) 











 本試験との比較解析には，海外小児患者における反復 200 µg投与の結果を参照した．背景因子
の比較を Table 22 及び Fig.11 に示した．年齢，体重，身長及び BMIに大きな差は認められなかっ
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た． 
 
Table 22 Means and standard deviations of background factors (age, weight, height, and BMI) in 
Japanese and Caucasian asthmatic children 
Background factor Japanese (N=8) Caucasian (N=33) 
Age (year) * 11 (5 - 15) 8 (6 - 11) 
Body weight (kg) 38.5  12.0 33.3  8.5 
Height (cm) 146.3  18.7 138.3  13.2 
BMI (kg/m2) 17.6  2.0 17.1  1.6 
*: For age the medians, minimum and maximum values are shown. 
 
 
Fig.11 Back ground data of Japanese and Caucasian asthmatic patients (means±standard 
deviations and individual plotted) 
 
（２）結果及び考察 
Fig.12及び Fig.13に CIC-HFAを 200 µgの用量で日本人及び白人の小児気管支喘息患児に反




血清中 Ciclesonide M1濃度‐時間推移は両人種間で大きな差は認められず，CIC-HFA 投与後
0.5 時間で Cmaxに到達し，約 3時間の半減期で消失した．各薬物動態パラメータ（Cmax，AUCt，
AUCss及び t1/2）の平均値は若干日本人で高値を示したものの，被験者別のプロットで見ると大き
な差はないことが示唆された．Table 23に示すように，Cmax，AUCt，AUCss及び t1/2の比（幾何
平均（90％信頼区間））はそれぞれ 1.14 (0.77‐1.69)，1.28 (0.76‐2.14)，1.22 (0.81‐1.83)及び
1.09 (0.82‐1.44)であり，tmaxの中央値は両人種で 0.5時間であった．信頼区間が 1を跨ぐことか
ら，両人種間で大きな差は認められなかった． 
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Fig.12 Serum concentration of Ciclesonide M1 versus time curve after the administration of 
CIC-HFA at 200 g to Japanese and Caucasian asthmatic children 
Each value represents the means  standard deviations (Japanese: N = 8, Caucasian: N = 33).  
 
 
Fig.13 Serum concentration of Ciclesonide M1 versus time curves by patient after the 
administration of CIC-HFA at 200 g to Japanese and Caucasian asthmatic children 
(a) Japanese: N = 8, (b) Caucasian: N = 33  
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Table 23 Means and standard deviations of pharmacokinetic parameters of Ciclesonide M1, the 
ratios of pharmacokinetic parameters of Ciclesonide M1 in Japanese against those in 
Caucasians, and its 90% confidence interval after administration of CIC-HFA at 200 g 













167.8  105.2 
(139.4) ** 
141.0  73.6 
(122.0) ** 




(0.5 - 1.0) 
0.5 
(0.5 - 1.5) 
 -   -  
AUCt 
(pg*h/mL) 
601.1  391.3 
(458.5) ** 
442.5  245.2 
(359.1) ** 
1.28 0.76 - 2.14 
AUCss 
(pg*h/mL) 
669.7  409.3 
(535.7) ** 
504.6  245.6 
(440.1) ** 
1.22 0.81 - 1.83 
t1/2 (h) 
3.2  1.5 
(3.0) ** 
3.0  1.2 
(2.8) ** 
1.09 0.82 - 1.44 
*: For tmax, the median and minimum to maximum values are shown.  








Fig.14 Scatter plot of age vs. Cmax and AUCss 
 







第 1 章では低分子化合物のバイオアナリシスとして，新規吸入ステロイド剤である Ciclesonide
を小児患者に投与したときの血清中薬物濃度測定法について構築し，その妥当性の評価に適する
バリデーション項目を検討した．  
APPI-LC-MS/MS 法により，未変化体である Ciclesonide とその活性代謝物である Ciclesonide M1
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第 2 章 血清中バイオマーカーShiga toxin 2（Stx-2）の化学発光免疫測定 
O-157 をはじめとする志賀毒素産生性大腸菌（Shiga toxin-producing E. coli; STEC）は，腸管内で
大きく 2 種類の志賀毒素（Shiga toxin; Stx)すなわち，Stx-1 と Stx-2 を生産することが知られてい
る[44]．毒性の強い Stx-2 は標的細胞のグロボトリオシルセラミド(Gb3)に結合して，細胞死を引
き起こす．この毒素が血中に侵入し，血管内皮細胞を障害して，溶血性尿毒症症候群（hemolytic 
uremic syndrome; HUS）を発症する[45-47]． 
小児患者では STEC感染後に血便症状を呈し，HUSに移行して死に至ることがあり，度々社会
問題となっている[16-19,44]．Stx-2 は HUSの進行に関連していると考えられるが，実際に STEC
感染患者の血中 Stx-2を測定し，STEC感染症状の進行と血中毒素濃度の検討は報告されていない．




疫学調査において，血清中 Stx-2 の出現タイミングや濃度推移を明らかにした． 
 
2-1 化学発光 ELISA法による高感度分析法の開発 
2-1-1 ヒト血清中 Stx-2分析法の構築 
2-1-1.1 測定原理 
Stxは標的細胞（Gb3）に付着する Bサブユニット（分子量 7.7kDaの Bフラグメント 5つ）
と細胞障害性を発揮する Aサブユニット（分子量 32kDa）1つから構成される[48,49]．Stxを構








線より測定試料中の Stx-2濃度を算出した．  
 
Fig.15 Schematic diagram of Stx-2 assay 
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ここで，ELISAでは非特異的吸着により Stx-2が存在しない場合でも発光強度が高くなる検体
が発生する場合がある．この場合，発光した検体を段階希釈して得られた希釈曲線と検量線の傾




法の模式図を示す．定量法において Stx-2は固相化した MAb15B4結合して well内で発光強度を










標準物質には Verotoxin-2 (Shiga like toxin-2; Stx-2) 100 μg/mLはナカライテスク社製を用いた．
特殊試薬として抗体-1：15B4は Monoclonal antibody verotoxin 2（Yamasa corporation）を，
抗体-2：11E10 Mo Ab (ALP-conjugate)は SRL Inc.試薬部において調製したものを用いた．一般
試薬には BSA: Bovine Serum Albumin, fraction V（和光純薬工業），HBR: (Scantibody Lab. Inc.)，
Proclin 300（SUPEL Co.），CDP-Star（Applied Biosystems），Sapphire-II（Applied Biosystems）
を用いた．その他の試薬は和光純薬製の試薬特級を用いた．超純水は蒸留水を超純水製造装置で
精製したものを用いた．ヒトブランク血清は株式会社日本生物材料センターもしくは Kojin Bio 
Ltd.から購入したものを使用した．なお，分析条件が確立された後は，調製溶液及び Well Plate
は SRL試薬部にてキット化されたことから，バリデーションと実試料測定では SLT-II 測定キッ
ト（株式会社エスアールエル 試薬部製造）を使用した． 
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（２）装置 
発光プレートリーダーは LMax Ⅱ384（Molecular Devices），ヒーティングブロックは HF200
（ヤマト科学），マイクロプレートウォッシャーは MW-96CR（Bio Tec），インキュベーターは
MIR-260（三洋電機）低温恒温器は LTI-601SD（東京理化器械），超純水製造装置システムは
EQG-5S（日本ミリポア）を用いた．Wellプレートは Luminoplates: White Microtiter Assembly strip





1） 検量線用標準試料溶液，測定用 QC サンプルおよび測定試料をヒーティングブロック中で
56℃（56±2℃）35分間不活化（非動化）した． 
2） アッセイバッファーを 15B4固相プレート（以下，プレート）に 50 μLずつ分注した． 




5） プレートをマイクロプレートウッシャー（400 μL/well，7回）で洗浄した． 
6） ペーパータオルに数回たたきつけて，プレート内の水分を除去した． 
7） ALP標識抗体溶液を 100 μLずつ分注し，プレートをシールした． 
8） 低温恒温器内（25.0±1.0℃）で 2時間インキュベーションした． 
9） プレートをマイクロプレートウッシャー（400 μL/well，7回）で洗浄した． 





中和試験法は Stx-2 の操作手順の一部を変更した．操作手順 2）のアッセイバッファーの代わり
に 15B4 モノクローナル抗体(100 µg/ml)溶液を使用し，プレートに 50 μLずつ分注した．その他





0.0 pg/mLは検量線の作成には使用しなかった．計算ソフトは Molecular Devices 社製 SoftMax 
Pro ver.4.7.1および Microsoft Excel 2000 を使用した．  
 










間差が確認されたたが，最も SN比の高い組み合わせとして，固定相（一次抗体）に Anti-Stx-2 
MAb(15B4)を用い，二次抗体に Anti-Stx-2 MAb(11E10)を用いる測定系を採用した． 
（２）検量線の最適化 
LBA（Ligand Binding Assay）の場合，4-パラメータのシグモイドカーブで回帰する場合が多
いが，ヒト血清中の Stx-2 濃度は 10 pg/mL 以下と推測されたため，低濃度域の直線近似可能な
部分を一次直線で回帰した．回帰の当てはまりを検討するため，検量線の重み付けを 1/x，1/x2，
1/y 及び 1/y2と変化させたときときの真度（RE）の算出結果を Table 24に示す．3 pg/mLは S/N
が十分ではなく，ブランクシグナルのばらつきの影響を受けやすいので，重み付けの選択には重
視しなかった．化学発光では測定プレートや測定日毎にシグナルが大きく変動する可能性が考え
られたため，1/y及び 1/y2は採用せず，常に一定の重み付けとなる 1/xを重みに採用した． 
 
Table 24 Comparison of RE (%) in calibration curve at various weighting 
  Weight(1/x) Weight(1/x2) Weight(1/y) Weight(1/y2) 
Slope(a) 0.05350 0.05592 0.05317 0.05484 
Intercept(b) 0.2455 0.2231 0.2553 0.2314 
correlation coefficient 0.9975 0.9971 0.9977 0.9972 
 (Nominal Concentration) RE (%) 
(300 pg/mL) -4.04 -8.59 -3.45 -6.54 
(100 pg/mL) 10.76 7.07 11.18 8.75 
(30 pg/mL) -2.01 -5.12 -2.00 -3.62 
(10 pg/mL) 4.37 3.90 3.29 4.40 
(6 pg/mL) 1.67 3.84 -0.72 3.40 
(3 pg/mL) -14.26 -2.96 -22.01 -6.40 
Min -14.26 -8.59 -22.01 -6.54 
Max 10.76 7.07 11.18 8.75 
Definition of the calibration curve: Y=ax+b 
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（３）多重測定の取り扱い 

















Nominal Concentration (pg/mL) 
3.0  6.0  10.0  20.0  30.0  60.0  100.0  300.0  
1 2.2 8.4 9.3 19.6 28.4 55.9 105.9 299.2 0.998 
2 2.4 5.8 8.4 31.6 28.0 54.9 94.6 303.2 0.991 
3 0.8 4.5 9.1 40.1 31.9 67.2 95.4 280.0 0.973 
4 3.6 5.7 8.2 20.2 29.5 62.2 102.1 297.5 0.999 
5 1.8 8.8 9.1 19 33.3 57.6 100.9 298.5 0.997 
Mean 2.16 6.64 8.82 26.1 30.22 59.56 99.78 295.68  
SD 1.01 1.87 0.49 9.4 2.29 5.11 4.75 9.03  
CV (%) 46.8 28.2 5.6 36 7.6 8.6 4.8 3.1  
RE (%) -28 10.7 -11.8 30.5 0.7 -0.7 -0.2 -1.4  
 
 以上，検討の結果から分析条件，データの採用方法を決定し，血清中 Stx-2 濃度測定法を確立
した． 
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結果を Table 26に示す．真度（%）は-9.3%～10.3%であり，CV（%）は 23.9%（3.0 pg/mL）
～2.5%であったことから，すべての濃度で評価基準を満たした．回帰式の相関係数は，0.997 ～ 
0.999 であり，3.0～300.0 pg/mLの濃度範囲において，すべての評価基準を満たした． 
以上の結果より，検量線濃度範囲を 3.0 ~ 300.0 pg/mLに設定した． 
 





Nominal Concentration (pg/mL) 
3.0  6.0  10.0  20.0  30.0  60.0  100.0  300.0  
1 2.2 8.4 9.3 19.6 28.4 55.9 105.9 299.2 0.998 
2 3.2 6.7 9.3 19.5 29.2 56.5 96.7 308 0.999 
3 2.1 5.8 10.5 20.9 33.9 69.9 98.7 287.2 0.997 
4 3.6 5.7 8.2 20.2 29.5 62.2 102.1 297.5 0.999 
5 2.5 6.5 9.8 19.6 33.9 58.1 101.1 297.5 0.999 
Mean 2.72 6.62 9.42 19.96 30.98 60.52 100.9 297.88  
SD 0.65 1.08 0.84 0.59 2.7 5.79 3.5 7.39  
CV (%) 23.9 16.3 8.9 3.0 8.7 9.6 3.5 2.5  
RE (%) -9.3 10.3 -5.8 -0.2 3.3 0.9 0.9 -0.7  
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2-2-1.2 真度及び精度 
（１）同時再現性 




Table 27 Precision and accuracy (intra-assay) 
Day 
Chemiluminescence Count 
Nominal Concentration (pg/mL) 
10.0  30.0  100.0  240.0  
1 12.4 29.4 94.3 213.7 
2 9.1 27.2 95.4 208.9 
3 9.3 27.6 92.8 219.9 
4 9 26.4 91.3 210.6 
5 9.1 25.2 91 205.9 
Mean 9.78 27.16 92.96  211.8 
SD 1.47 1.55 1.9 5.34 
CV (%) 15.0 5.7 2.0 2.5 
RE (%) -2.2 -9.5 -7.0 -11.8 
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（２）日差再現性 






Table 28 Precision and accuracy (inter-assay) 
Day 
Chemiluminescence Count 
Nominal Concentration (pg/mL) 
10.0  30.0  100.0  240.0  
1 11.2 23.8 81.5 181.6 
2 9.5 25.4 86.7 185.5 
3 10.7 31.6 102.9 204.7 
4 9.3 29.4 85.4 194.6 
5 8.5 26 87.1 207.9 
Mean 9.84 27.24 88.7  194.86 
SD 1.09 3.18 8.23 11.51 
CV (%) 11.1 11.7 9.3 5.9 







Table 29に示すように，ブランク血清を n=10 で測定したとき，得られた wellの発光強度の平
均+2SDは 0.4380であり，検量線から濃度に換算すると 2.8 pg/mLであった．一方，検量線の日
差再現性の結果から，3.0 pg/mLの発光強度の平均-2SDは 0.3440 であり，6.0 pg/mL の発光強
度の平均-2SDは 0.5068 であった． 
本法の測定結果は，陽性・陰性の判断を伴うため，より確実に判断できる 6.0 pg/mL を定量限
界（下限）とした． 
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Table 29 Detection limit 
n 
Chemiluminescence Count 
Nominal Concentration (pg/mL) 
0.0  3.0  6.0  
1 0.286 0.413 0.701 
2 0.285 0.404 0.547 
3 0.274 0.447 0.591 
4 0.29 0.543 0.634 
5 0.328 0.492 0.662 
6 0.289 - - 
7 0.486 - - 
8 0.257 - - 
9 0.299 - - 
10 0.282 - - 
Mean 0.3076 0.4598 0.627 
SD 0.0652 0.0579 0.0601 
Mean+2SD 0.438 - - 
Mean-SD - 0.344 0.5068 
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な反応であるかどうかを確認した．健康小児の個別のブランク血清を測定し，偽陽性を生じた個
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Screening Neutralization Result 
1 649.0  BLQ  BLQ 
2 306.5  BLQ  BLQ 
3 542.5  BLQ  BLQ 
4 549.0  BLQ  BLQ 
5 305.5  BLQ  BLQ 
6 285.0  BLQ  BLQ 
7 2516.0  11.5 19.7 ND 
8 667.0  BLQ  BLQ 
9 876.5  BLQ  BLQ 
10 1223.0  BLQ  BLQ 
11 318.0  BLQ  BLQ 
12 407.0  BLQ  BLQ 
13 474.0  BLQ  BLQ 
14 433.0  BLQ  BLQ 
15 744.5  BLQ  BLQ 
16 339.0  BLQ  BLQ 
17 420.0  BLQ  BLQ 
18 600.5  BLQ  BLQ 
19 423.5  BLQ  BLQ 
20 788.0  BLQ  BLQ 
21 845.5  BLQ  BLQ 
22 476.5  BLQ  BLQ 
23 1365.0  6.1 12.1 ND 
24 353.5  BLQ  BLQ 
25 433.0  BLQ  BLQ 
26 338.0  BLQ  BLQ 
27 4395.0  BLQ  BLQ 
28 993.5  3.3 4 ND 
29 21792.5  117.5 539.2 ND 
30 3018.0  14.4 29.2 ND 
BLQ: Below Limit of Qualification (< 6.0 pg/mL) 
ND: Not Decrease in neutralization test 
 
  - 49 -  
2-2-1.6 希釈妥当性 
プールブランク血清に Stx-2を添加し調製した希釈試料（3000.0 pg/mL）について，アッセイ






Table 31 Dilution linearity 
Nominal Concentration Measured Concentration RE 
(pg/mL) (pg/mL) (%) 






以上，血清中 Stx-2 濃度測定法をバリデーションにて検討した結果，定量範囲を 6.0 ～ 300.0 
pg/mL とする血清中 Stx-2 濃度測定法の妥当性が確認された．データ採用基準に well 間の CV%
の判断を加えることにより，測定の難しいバイオマーカーにおいても，医薬品の BMV と遜色の
ない結果を得られることが証明された． 
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2-3 小児患者における血清中 Stx-2濃度測定への応用 
O-157 等の STEC 感染症の病態は，初めに水様便（下痢）の症状を呈した後，血便に移行し，
更に一部の患者ではHUSに移行して最悪のケースでは死亡に至る．HUSは血中に移行したStx-2
が原因物質と考えられているが，これまで小児患者の血清中の Stx-2 を正確に定量できる測定法





血便または水様便を呈している小児患者の疫学研究は，2006 年 1月から 5月の間にアルゼンチ
ンの 7つの研究施設（Buenos Aires, Santa Fe, Mar del Plata, La Plata, Paraná, Córdoba 及び
Bahía Blanca）で実施された． 
研究計画は，現地の倫理チェック委員会の承認を得て，ヘルシンキ宣言の精神を遵守したガイ
ドに従って実施された．STEC 感染症の便中検査及び血清中 Stx-2 測定は，保護者からインフォ
ームドコンセントを取得した患者より行った． 
対象患者は，水様便を発症して 5 日以内もしくは血便を発症して 36 時間以内に STEC 感染症
の確認が取れた患者とした．登録された患者背景を Table 32に示す． 
小児患者より採取したヒト血清の採血ポイントは，血便：Base Line，24h，48h，96h，120h，
または水様便：Base Line，Earliest time，24h，48h，72h，96h，144h，192h，216h，240h，
288h で合計 313検体であった． 
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Table 32 Demographic and baseline characteristics of enrolled subjects 
 
STEC + Watery 
Diarrhea* 
(n=28) 






Mean ± SD 3.1  3.51 3.4  3.14 3.3  3.24 
Median 1.3 1.8 1.7 
Gender  
Male 19 32 51 
Female 9 33 42 
Height (cm) ‡ 
Mean ± SD 90.9  22.40 94.1  24.28 93.1  23.64 
Weight (kg) 
Mean ± SD 14.0  7.14 15.5  9.93 15.1  9.17 
STEC Status, n (%) 
E. coli O-157 Positive Only 2 (7.1) 4 (6.2) 6 (6.5) 
SLT Positive Only 20 (71.4) 39 (60.0) 59 (63.4) 
Both Positive 6 (21.4) 21 (32.3) 27 (29.0) 
Neither Positive# 0 (0.0) 1 (1.5) 1 (1.1) 
PCR results, n (%) 
Negative 16  (57.1) 30 (46.2) 6 (6.5) 
Stx-1 1 (3.6) 4 (6.2) 5 (5.4) 
Stx-2 8 (28.6) 23 (35.4) 31 (33.3) 
Stx-1/2 0 (0.0) 1 (1.5) 1 (1.1) 
Data not available 3 (10.7) 7 (10.8) 10 (10.8) 
Duration of Watery Diarrhea (h) 
Mean ± SD 54.63 ± 28.31 62.98 ± 70.77§ 60.19 ± 59.96∥ 
Minimum - Maximum 2.92 - 109.38 5.33 - 485.58 2.92 - 485.58 
Duration of Bloody Diarrhea (h) 
Mean ± SD N/A 20.63 ± 9.00** 20.63 ± 9.00** 
Minimum - Maximum N/A 3.50 - 35.83 3.50 - 35.83 
* Includes subjects whose watery diarrhea never progressed to bloody diarrhea. 
† Includes subjects who had bloody diarrhea (for up to 36 hours) at time of signing enrollment informed consent, or had 
watery diarrhea (for up to 5 days duration) at time of signing enrollment informed consent, which progressed to bloody 
diarrhea after enrollment. 
‡ Number of cases of height in STEC+/BD subjects and overall were 63 and 91, respectively. 
# Subjects who were neither O-157+ nor SLT+ were allowed to enroll if their PCR result for SLT-2 was positive. 
§ Includes results of 56 subjects who had watery diarrhea before enrollment. 
∥Includes results of 84 subjects who had watery diarrhea at or before enrollment.  
** Includes results of 61 subjects who had bloody diarrhea at enrollment. 
STEC indicates Shiga-like toxin producing E. coli; SD, standard deviation; PCR, polymerase chain reaction;  
Stx, Shiga-like toxin 
 
2-3-2 STEC患者における血清中 Stx-2濃度の測定 
2-3-2.1 検体測定 
測定は，株式会社エスアールエル・八王子ラボラトリーにて，第 2 項の測定方法に従って測定






 実試料の分析の妥当性確認は，検量線の真度と測定用 QC試料により確認した． 
検量線の採用基準は，①各濃度におけるバックカリキュレーション値の真度が理論値の±
20.0%以内であり，②相関係数（r）が 0.990 以上であることとした． 
測定用 QC 試料の採用基準は，真度が±20.0%以内とし，プレートにできるだけ等間隔に配置
した．Table 33に各 QC試料の許容範囲をまとめた． 
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Table 33 Acceptance criteria of QC samples 




HQC 100.0 80.0 ~ 120.0 
MQC 30.0 24.0 ~ 36.0 







2-3-2.3 血清中 Stx-2濃度推移の結果及び考察 
93 名の STEC 感染患者から得られた 313 検体のうち，Stx-2 が定量限界（6.0 pg/mL）以上の検
体は，患者 8 名由来の 10 検体のみであった．血便を発症して血清中で Stx-2 が検出された患者の
8 例中 3 例の病態は HUS に移行した．STEC 陽性で水様性便から血便に移行しなかった患者では
Stx-2 は定量されなかった． 
血便発症からの経過時間と血清中 Stx-2 濃度の推移を Fig.17 に示した． STEC 陽性で血便を発
症した患者の一部では，血便が観察された直後に血清中で Stx-2 が上昇した．HUS に移行した患
者 3 例の血便発症直後の血清中 Stx-2 濃度は，17.3 pg/mL（22.8 時間後），10.5 pg/mL（10.2 時間後）
及び 14.1 pg/mL（9 時間後）であった．HUS を発症した患者において，血便後 48 時間から 72 時
間後の血清中では，Stx-2 は 1 例も検出されなかった． 
以上の結果から，HUS に移行する患者の Stx-2 濃度は，血便発症直後に一過的に上昇した後，
速やかに血清中から消失するものと推察された．多くの患者では HUSの発症には至らないが，そ
の際の血清中 Stx-2 濃度は定量下限未満であった．  
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Fig. 17 Line plot of serum Stx-2 levels (pg/mL) by elapsed time (h) relative to onset of bloody 
diarrhea for subjects with measurable levels of Stx-2 
●: HUS subjects; ○: non-HUS subjects. Stx-2 serum levels in HUS patients versus patients who 




第 2 章ではバイオマーカーとして，O-157 の産生毒素である Stx-2 の血清中濃度測定法について
検討した．  
化学発光-ELISA法により，6～300 pg/mL の範囲で血清中 Stx-2 濃度の定量法を構築した．検証
過程において，血清中の夾雑成分の影響により 30 例中 5 例で偽陽性の発生が確認されたため，中
和試験法を適用し，抗体に特異的な反応と非特異反応を判別した．また，血清中夾雑物質の影響
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今後，更に感度の高い測定法が開発されれば，HUS発症患者すべての血清中でStx-2の推移を確
認することが期待できる． 
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第 3章 ELISA法による血清中 Urtoxazumab の薬物濃度測定と動態解析 
Urtoxazumab は，O-157 などの STEC感染を起こした小児に静脈内投与することで，血中で Stx-2
の標的結合部位に特異的に結合し，毒素を中和する抗体である．Urtoxazumab を適切なタイミン








3-1 ELISA法によるヒト血清中 Urtoxazumab の分析法開発 
3-1-1 ヒト血清中 Urtoxazumab の分析法の構築 
3-1-1.1 測定原理 
バイオ医薬品の分析では，抗体のアフィニティを利用した免疫学的測定法が汎用される．近年





測定法の概略を Fig.18に示す．一次抗体として抗 Urtoxazumab 抗体（MAb1F4）をマイクロ
プレートに固定化し，血清試料中の Urtoxazumab の Fab 部分をトラップする．トラップした
Urtoxazumabの FC部分に二次抗体Goat anti-Human IgG Fc Conjugate HRP標識体を結合さ
せる．未結合の二次抗体を洗浄により除去した後，TMB を添加して各ウェルの吸光度を測定し，
作成した検量線より測定試料中の Urtoxazumab 濃度を算出した． 
 
 
Fig.18 Schematic diagram of the Urtoxazumab assay systems 
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3-1-1.2 実験方法 
（１）試薬及び実験材料 
標準物質には Urtoxazumab（帝人ファーマ株式会社）を用いた．固相化抗体には MAb1F4 （帝
人ファーマ株式会社）を用いた． 
主な試薬は Goat anti-Human IgG Fc Conjugate HRP (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.)， 
Phosphate Buffered Saline（PBS）Tablets (Sigma Aldrich Inc.)，Bovine serum albumin（BSA）： RIA grade 
(Sigma Aldrich Inc.),Triton X-100 (Sigma Aldrich Inc.)，Borate buffer concentrate pH 8.0：9888 Titrisol® 















検量線用試料及び各測定用試料は希釈バッファーIで 1000 倍希釈し well に添加した．試料はす
べて二重測定で，以下の 1)～13)の手順に従い測定した． 
1) ELISAプレートにコーティング溶液（1 g/mL MAb1F4）を 100 L/well分注し，1～8Cで一
晩静置した． 
2) 洗浄バッファ （ー0.01% Triton X-100・PBS 溶液）約 350 L/well で，プレートを 4 回洗浄した． 
3) ブロッキングバッファ （ー1%BSA 0.01% Triton X-100・PBS溶液）を 200 L/well 分注し 1～8℃
で一晩以上静置した． 
4) 洗浄バッファー約 350 L/well で，プレートを 4 回洗浄した． 
5) 各測定試料を 100 L/well 添加し 1～8℃で一晩静置した． 
6) 洗浄バッファー約 350 L/well で，プレートを 4 回洗浄した． 
7) 検出抗体溶液を 100 L/well添加した． 
8) インキュベーター（設定：2℃）内で，60  5 分間，マイクロプレートシェーカー（設定：
300 rpm）で振とうした． 
9) 洗浄バッファー約 350 L/well で，プレートを 4 回洗浄した． 
10) TMB 基質発色溶液を 100 L/well添加した． 
11) インキュベーター（設定：25℃）内で，30 分間，マイクロプレートシェーカー（設定：300 
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rpm）で振とうした． 
12) 反応停止液を 100 L/well 添加した． 
13) 30 分以内に Multiskan Ascent で吸光度を測定した（単波長：450 nm）． 
希釈バッファーI は 5% (w/v) BSA 及び 1% (v/v) ラットプールブランク血清入り 0.01% Triton 
X-100・PBS溶液を用いた．希釈バッファーII はヒトプールブランク血清（日本人）を希釈バッフ
ァーIで 1000 倍希釈したものを用いた．検出抗体溶液は Goat anti-Human IgG Fc Conjugate HRP を
超純水（1 mL）及びグリセロール（1 mL）で再溶解したものを用いた．測定日に希釈バッファー
I で 100000 倍希釈したものを用いた． 
 
（４）濃度算出法 
血清中 Urtoxazumab 濃度は次のように求めた．ヒトプールブランク血清に Urtoxazumab を添加
し，調製した検量線用試料（0.1 g/mL～12.8 g/mL）の吸光度から 4 parameter logistic curve（吸光
度：Log，濃度：Linear）を用いて検量線を作成した（Ascent Software）．作成した検量線から各










当初の検討により，Blot-Quick Blocker をブロッキング及び希釈バッファーI の成分と決定して
最低希釈倍率 1000 倍で方法を確立した．0.3～4.0g/mL の定量範囲でバリデーションにより妥当
性を確認し，海外健康成人おける Phase I試験およびアルゼンチン小児患者における Phase II試験
の血清中 Urtoxazumab 濃度測定を行った（測定施設 MDS Pharma Services: St. Laurent, Quebec, 
Canada）．臨床測定の結果から，目的とする血清中 Urtoxazumab 濃度の範囲の拡張と精度の向上が
必要と考えられたため，再度ブロッキングバッファーと希釈バッファーIの検討を実施した．  
改良法を用いて，国内健康成人の Phase I 試験とアルゼンチン小児患者（6 歳～12 歳）の Phase II




 Well Plate の固相に対する非特異発色を低減させる目的で，ブロッキング剤の種類を検討した．
BSA，BSA(IgG free)，Block Ace，Skim Milk，Casein，Quick Blocker，Super Block，Chem Blocker
を検討し，BSA (IgG free)を選択した． 
 







（４）最低希釈倍率（MRD：Minimum Required Dilution）の決定 
希釈バッファーI による血清の希釈倍率を検討し，血清の影響を受けない最低希釈倍率である
MRDを 1000 倍と決定した． 
 
以上（１）～（４）の検討の結果，測定手順に記載した Urtoxazumab の定量条件が確立された． 
 
3-2 ELISA法によるヒト血清中 Urtoxazumab 濃度測定法のバリデーション試験 
3-2-1 Ligand Binding Assay（LBA）における分析法バリデーション 
医薬品の承認申請を目的としたバイオアナリシスでは，用いた測定法について分析法バリデー
ションによる妥当性検証が要求されている．低分子化合物を中心とした LC-MS などの機器分析の
場合，生体試料分析におけるバリデーション（Bioanalytical Method Validation: BMV）の概念は世
界的にコンセンサスが得られており，現在，FDA，EMA 及び NIH の三極で，ほぼ共通のガイド
ラインが出揃ったところである[4-6]． 
一方，主にタンパク・ペプチド製剤で用いられる Ligand Binding Assay（LBA）は，分析対象物
の性質や測定法の特徴が低分子とは異なる．ところが，どの国の審査当局からも LBA に特化した
BMVのガイドライン／ガイダンスは今のところ出されておらず，各自の判断が必要である． 
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検量線は，ヒト血清中の Urtoxazumab 濃度が 0.1，0.2，0.4，0.8，1.6，3.2，6.4 及び 12.8 g/mL
となるように調製した試料を用いて検量線を作成し，1 日 1 セット，3 日間で計 3 セットを測定し
た． 
Table 34 に各検量線における真度（RE：Relative error）の一覧を示す．3 つの検量線の真度を確
認したとき，アンカーポイントとして設定した 0.1 g/mL 及び 12.8 g/mL を含めて特定の傾向は
見られなかったため，回帰式は適切と考えられた． 
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Table34 Standard curves for determination of Urtoxazumab in human serum by ELISA 
Nominal Measured Results 
Urtoxazumab Set 1 Set 2 Set 3 
(g/mL) (g/mL) RE (%) (g/mL) RE (%) (g/mL) RE (%) 
0.1  0.10  0.00  0.10  0.00  0.10  0.00  
0.2  0.19  -5.00  0.19  -5.00  0.19  -5.00  
0.4  0.40  0.00  0.40  0.00  0.41  2.50  
0.8  0.81  1.25  0.80  0.00  0.80  0.00  
1.6  1.55  -3.13  1.58  -1.25  1.59  -0.63  
3.2  3.37  5.31  3.38  5.63  3.17  -0.94  
6.4  6.09  -4.84  5.97  -6.72  6.52  1.88  
12.8  13.12  2.50  13.28  3.75  12.67  -1.02  
r 0.9993 0.9987 0.9999 
RE: Relative error, r: Correlation coefficient 





ョン用試料（0.2 g/mL～10.0 g/mL：5 濃度水準）について，同一プレート内で各濃度 5 回繰り
返し測定を実施した．Table 35に示すように，各濃度水準のCVは 3.91%～7.35%，REは-2.50～6.10%
と良好な精度及び真度を示した． 
再現性の判断基準は定量上限及び下限の CV が 20%以内，その他は 15%以内，定量上限及び下
限の RE が±20%以内，その他は±15%以内であることから，BMV ガイドラインの基準を満たして
おり，同一プレートによる測定結果の信頼性が確認された． 
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Measured concentrations (g/mL) 
LLOQ LQC MQC HQC ULOQ 
0.2g/mL 0.6g/mL 2.0g/mL 8.0g/mL 10.0g/mL 
1 0.21 0.61 1.95 8.38 10.16 
2 0.21 0.60 1.98 8.27 11.39 
3 0.20 0.60 1.98 7.99 9.47 
4 0.20 0.61 2.02 8.81 11.07 
5 0.21 0.52 1.81 8.69 10.97 
Mean 0.21 0.59 1.95 8.43 10.61 
SD 0.01 0.04 0.08 0.33 0.78 
CV (%) 4.76 6.78 4.10 3.91 7.35 
RE (%) 5.00 -1.67 -2.50 5.38 6.10 
SD: Standard deviation, CV: Coefficient of variation, RE: Relative error  
CV (%) = SD / Mean × 100, RE: Relative error  




Table 36 に検討結果を示す．ヒトプール血清に Urtoxazumab を添加したバリデーション用試料
（0.2 g/mL～10.0 g/mL：5 濃度水準）について，それぞれ 1 日 5 回の繰り返しを 3 日間測定し
たところ，1日目の CVは 3.91%～7.35%，RE は-2.50～6.10%，2 日目の CVは 3.54%～11.86%，
RE は-1.67～5.00%，3 日目の CVは 4.23%～5.88%，REは-15.00～1.67%であった．また，各試料
15 例（5 回繰り返しを 3 日間）の CVは 4.12%～10.00%，REは-3.00～0.25%であった． 
すべての濃度水準で BMV ガイドラインの判定基準（定量上限及び下限の CV が 20%以内，そ
の他は 15%以内，定量上限及び下限の REが±20%以内，その他は±15%以内）を満たしていた． 
これらの結果から，複数のプレートから得られた分析値や，測定日の異なる分析値を比較し，
解析することの妥当性が検証された． 
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Table 36 Inter-day precision and accuracy for determination of Urtoxazumab in human serum 
by ELISA   
  Measured concentrations (g/mL) 
Days Sample LLOQ LQC MQC HQC ULOQ 
 No. 0.2 g/mL 0.6 g/mL 2.0 g/mL 8.0 g/mL 10.0g/mL 
 1 0.21 0.61 1.95 8.38 10.16 
 2 0.21 0.60 1.98 8.27 11.39 
 3 0.20 0.60 1.98 7.99 9.47 
 4 0.20 0.61 2.02 8.81 11.07 
Day-1 5 0.21 0.52 1.81 8.69 10.97 
 Mean 0.21 0.59 1.95 8.43 10.61 
 SD 0.01 0.04 0.08 0.33 0.78 
 CV (%) 4.76 6.78 4.10 3.91 7.35 
 RE (%) 5.00 -1.67 -2.50 5.38 6.10 
 1 0.20 0.65 1.98 8.04 10.54 
 2 0.22 0.64 2.02 8.27 10.68 
 3 0.19 0.57 2.00 7.58 8.36 
 4 0.20 0.62 2.04 8.50 10.43 
Day-2 5 0.23 0.49 1.85 8.31 10.25 
 Mean 0.21 0.59 1.98 8.14 10.05 
 SD 0.02 0.07 0.07 0.35 0.96 
 CV (%) 9.52 11.86 3.54 4.30 9.55 
 RE (%) 5.00 -1.67 -1.00 1.75 0.50 
 1 0.18 0.62 1.84 7.88 9.09 
 2 0.17 0.64 1.83 7.70 9.51 
 3 0.18 0.61 1.81 7.56 9.32 
 4 0.17 0.61 1.98 7.22 9.92 
Day-3 5 0.17 0.57 1.97 7.10 8.56 
 Mean 0.17 0.61 1.89 7.49 9.28 
 SD 0.01 0.03 0.08 0.33 0.50 
 CV (%) 5.88 4.92 4.23 4.41 5.39 
 RE (%) -15.00 1.67 -5.50 -6.38 -7.20 
 Mean 0.20 0.60 1.94 8.02 9.98 
n=15 
SD 0.02 0.04 0.08 0.51 0.91 
CV (%) 10.00 6.67 4.12 6.36 9.12 
 RE (%) 0.00 0.00 -3.00 0.25 -0.20 
SD: Standard deviation, CV: Coefficient of variation, RE: Relative error 
CV (%) = SD / Mean × 100  
RE (%) = (Mean of measured concentration - theoretical concentration) / theoretical concentration×100 
 




下限と定量上限の両方を確認する必要がある．Table 35 及び Table 36 で述べたように，同時再現性
及び日差再現性の確認が取れた濃度から，定量上限は 10.0 g/mL，定量下限は 0.2 g/mL とした． 
 
3-2-2.4 特異性 
特異性は Urtoxazumab と類似構造を持つ化合物を識別できる能力である．Urtoxazumab の結合抗
体として用いた MAb1F4 は Urtoxazumab の Stx-2 認識部位に特異的に結合する，抗イディオタイ
プ抗体である．そこで，抗体の特異性の確認のために類似の IgGに対して交差反応性を調査した．
評価法は簡易な ELISA 法を用い，固相に一次抗体として，同一のヒト型化 Framework domain を
持つ IgG3 種（Urtoxazumab，C23，pHuIgGs）をプレートに固定した．MAb1F4 を添加，洗浄した
後，Mab1F4 の Fc 部分を認識する Goat anti-mouse IgG-ALP conjugate を反応させ，ALP の酵素活性
を p-Nitrophenyl Phosphate由来の吸光度により測定した．IgG濃度と吸光度の関係を Fig.19に示す．




Fig.19 Specificity of Anti-ideotype antibody MAb1F4 
MAb1F4 affinities to various IgG are performed by sandwich ELISA.  
Immobilized antibody as 1st Ab: C23(○), Urtoxazumab:TEI-D2263(◆),  
pHulgGs(△) 







認した．白人及び日本人それぞれについて，男性及び女性各 3例（男女各 3 名×2 人種，計 12 例）
の個体別ブランク血清を測定したところ，検量線より求めた測定値はすべて定量下限（0.2 g/mL）
未満であった．Table 37 に示したとおり，このときの白人及び日本人における個体別ブランク試




Table 37 Selectivity in the determination of Urtoxazumab in human serum by ELISA 
(selectivity1) 
Caucasian Serum (Individual) Japanese Serum (Individual) 












(A450 nm) (g/mL) (A450 nm) (g/mL) (A450 nm) 
Male-1 0.0696 BLOQ Male-1 0.0775 BLOQ 1 0.1241 
Male-2 0.0777 BLOQ Male-2 0.0690 BLOQ 2 0.1260 
Male-3 0.0659 BLOQ Male-3 0.0717 BLOQ 3 0.1242 
Female-1 0.0777 BLOQ Female-1 0.0740 BLOQ 4 0.1265 
Female-2 0.0779 BLOQ Female-2 0.0784 BLOQ 5 0.1256 
Female-3 0.0673 BLOQ Female-3 0.0793 BLOQ - - 
Mean 0.0727 NC Mean 0.0750 NC Mean 0.1253 
SD 0.0057 NC SD 0.0041 NC SD 0.0011 
Mean+2SD 0.0841 NC Mean+2SD 0.0832 NC Mean-2SD 0.1231 
BLOQ: Values below the lower limit of quantification (< 0.2 g/mL) 
SD: Standard deviation 
NC: Not calculated 
 
次に，白人及び日本人それぞれで男性及び女性の各 3 例（男女各 3 名×2 人種，計 12 例）の個
体別ブランク血清に 2.0 g /mL 相当になるように Urtoxazumab を添加して回収率を評価した．結
果を Table 38 に示す．白人及び日本人の各個体別の添加回収率（Recovery）は，86.0～95.5%及び
87.0～93.0%であり，かつ CVが 4.70%及び 2.67%であったため，人種及び性別を変えた個体別の
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血清においても，ばらつきは小さく，十分な正確性があることが確認された． 
 
Table 38 Recovery of Urtoxazumab from individual human serum by ELISA (Selectivity 2) 
Nominal concentration: 2.0 g /mL 








  (g/mL) (%)   (g/mL) (%) 
Male-1 1.72  86.0  Male-1 1.81  90.5  
Male-2 1.87  93.5  Male-2 1.77  88.5  
Male-3 1.72  86.0  Male-3 1.86  93.0  
Female-1 1.77  88.5  Female-1 1.77  88.5  
Female-2 1.73  86.5  Female-2 1.85  92.5  
Female-3 1.91  95.5  Female-3 1.74  87.0  
Mean 1.79  89.3  Mean 1.80  90.0  
SD 0.08  4.2  SD 0.05  2.4  
CV (%) 4.47  4.70  CV (%) 2.78  2.67  
Minimum - 86.0  Minimum - 87.0  
Maximum - 95.5  Maximum - 93.0  
SD: Standard deviation CV: Coefficient of variation  
CV (%) = SD / Mean × 100   
Recovery (%) = Measured concentration/ theoretical concentration×100   
  
3-2-2.6 希釈妥当性の検討（200，400及び 800倍希釈） 
4-パラメータの検量線は，アンカーポイントを含めて検量線の範囲が固定されているため，検
量線範囲外の高濃度の検体を測定する場合は希釈が必要となる．Urtoxazumab の治験において，
最高投与量の血清中 Cmaxは数百g/mL になると推察されたため，Urtoxazumab が 400 g/mL とな
る希釈確認用試料（DiQC）について，希釈バッファーIIで 200，400 及び 800 倍希釈した後，3 回
の繰り返し測定を実施した．結果を Table 39 に示す．希釈倍率補正後の各試料における 3 例の平
均値の CVは 2.99，3.26 及び 4.88%であり，REはそれぞれ-6.56，-5.83 及び-0.09%であった． 
すべての希釈倍率で CV が 15%以内，RE が±15%の範囲内であることから，検体を 800 倍まで
希釈して測定したときの妥当性が確認された． 
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Table 39 Dilution reproducibility for determination of Urtoxazumab in human serum by ELISA 
DiQC Sample 
No. 
Measured concentration (g/mL) 
200- folda) 400- foldb) 800- foldc) 
1 363.38 376.42 416.64 
2 372.36 389.09 403.92 
3 385.61 364.51 378.32 
Mean 373.78 376.67 399.63 
SD 11.18 12.29 19.52 
CV (%) 2.99 3.26 4.88 
RE (%) -6.56 -5.83 -0.09 
a): Dilution sample (DiQC: 400.0 g/mL) was diluted 200-fold with dilution buffer-II. 
b): Dilution sample (DiQC: 400.0 g/mL) was diluted 400-fold with dilution buffer-II. 
c): Dilution sample (DiQC: 400.0 g/mL) was diluted 800-fold with dilution buffer-II. 
SD: Standard deviation, CV: Coefficient of variation, RE: Relative error 
CV (%) = SD / Mean × 100  
RE (%) = (Mean of measured concentration - theoretical concentration) / theoretical concentration 










5 時間 43 分放置して測定した．残存率は用時調製した Urtoxazumab 添加血清の測定値と比較した
とき，91.52%（0.3 g/mL）及び 90.01%（2.5 g/mL）であり，85%～115%の範囲にあったため 5
時間 43 分以内の作業であれば Urtoxazumab の安定性に問題はないと考えられた． 
 
（２） 凍結融解安定性 
 凍結融解安定性では，プールブランク血清に Urtoxazumab を添加し，-80℃で凍結した血清を実
験環境下で融解する作業を 4 回繰り返し，用時調製した Urtoxazumab 添加血清の測定値と比較し
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 長期保存安定性では，プールブランク血清に Urtoxazumab を添加し，420 日間-80℃で凍結して
おいた血清と用時調製した Urtoxazumab 添加血清との測定値を比較した．長期保存時の残存率は
104.45%（0.3 g/mL）及び 108.91%（2.5 g/mL）であり，85%～115%の範囲にあったため検体は
-80℃保管で 420 日以内の測定が可能と考えられた． 
 
3-2-2.8 結論 
以上の結果より，本測定法は 0.1～12.8 g/mL の検量線を用いて，定量範囲：0.2～10 g/mL の
範囲でヒト血清中 Urtoxazumab を高い信頼性に基づいて測定できる方法と考えられた．更に，高
濃度血清試料の希釈測定は希釈バッファーII で 800 倍まで可能であり，ヒト血清中 Urtoxazumab
濃度測定に適していると考えられた． 
 

















の妥当性を評価しきれないとの懸念から FDA主導で提案された方法である．2006 年から 2008 年
の間に欧米で議論は一応の決着を見たが，具体的な実施方法のコンセンサスが確認できるのは
2012 年の EMA及び 2013 年の本邦における BMVガイドラインである[4, 6]． 













た血清試料（QC試料）の真度により確認した．QC試料は血清に Urtoxazumab を 0.6, 2.0, 8.0 g/mL
になるよう調製した． 
検量線の判断基準は定量限界の RE が±20%以内であり，その他の濃度は±15%と設定した．QC
試料の判断基準は 6 試料中 4 試料かつ同一濃度で 50%以上の QC試料の REが，理論値の±20％以
内と設定した． 
検量線もしくは QC試料のいずれかが判断基準を満たさない場合には，当該 Plate の測定結果は




 アルゼンチン小児（6～12 歳）の Phase II 試験における血清中 Urtoxazumab 濃度分析で実施した
検量線と QC試料の測定結果を Table 40 及び Table 41 に示す． 





Table 40 Summary of standard curves for the analysis of serum Urtoxazumab concentration 
Urtoxazumab 
Plate No. 1 Plate No. 2 Plate No. 3 Plate No. 4 
(g/mL) (g/mL) RE (%) (g/mL) RE (%) (g/mL) RE (%) (g/mL) RE (%) 
0.1  0.091  -9.0  0.102  2.0  0.100  0.0  0.100  0.0  
0.2  0.216  8.0  0.205  2.5  0.206  3.0  0.206  3.0  
0.4  0.422  5.5  0.382  -4.5  0.363  -9.3  0.375  -6.3  
0.8  0.755  -5.6  0.803  0.4  0.859  7.4  0.822  2.8  
1.6  1.588  -0.8  1.596  -0.3  1.648  3.0  1.688  5.5  
3.2  3.223  0.7  3.402  6.3  3.018  -5.7  2.919  -8.8  
6.4  6.533  2.1  5.884  -8.1  6.650  3.9  6.824  6.6  
12.8  12.624  -1.4  13.326  4.1  12.831  0.2  12.572  -1.8  
r 0.9998  0.9983  0.9997  0.9989  
RE: Relative error 
RE (%) = (Measured concentration - theoretical concentration) / theoretical concentration  100  
r: Correlation coefficient 
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Table 41 Assay results of QC samples for the analysis of serum Urtoxazumab concentration 
Plate No. 
g/mL g/mL g/mL
QC1-1  QC1-2  QC2-1 QC2-2 QC3-1 QC3-2 
1 0.591  0.564  1.820  1.831  7.670  8.976  
2 0.554  0.560  1.883  1.936  7.859  8.041  
3 0.610  0.624  1.924  1.792  8.243  8.082  
4 0.576  0.607  1.813  1.858  8.006  7.726  
Acceptable range of QC samples 
QC1: 0.480 - 0.720 (0.6 g/mL  20%) 
QC2: 1.600 - 2.400 (2.0 g/mL  20%) 
QC3: 6.400 - 9.600 (8.0 g/mL  20%) 
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3-3 小児患者におけるヒト血清中 Urtoxazumab 濃度測定への応用 
 Urtoxazumab を STEC感染症の小児に投与するにあたり，血中で Stx-2 の活性を十分に阻害する
濃度に達する投与量を探索する必要がある．第 2 節において，ELISA による血清中 Urtoxazumab
濃度分析法の妥当性は確認され，血清中薬物濃度の測定結果は信頼性の高いものと考えられた． 
そこで，First in human の試験として海外健康成人における臨床薬理試験，続いて小児 STEC感
染患者（乳幼児）における Phase II試験，小児 STEC感染患者（6～12 歳）における Phase II 試験，










3-2-2 血清中 Urtoxazumab の薬物動態 
3-3-2.1血清中 Urtoxazumab濃度 
測定は，海外健康成人および小児患者（乳幼児）の臨床試験は MDS Pharma Services （St. Laurent, 
Quebec, Canada）で実施し，海外幼児（6 歳～12 歳）試験および国内健康成人は株式会社新日本科
学和歌山（和歌山，日本）にて，実施した． 
代表例として STEC感染したアルゼンチン小児患者（6～12 歳）の測定結果を Table 42 に示す． 
血清中 Urtoxazumab 濃度は投与終了後から 2 相性の消失を示し，有効薬効濃度と推定される
10 µg/mLを最低 22日間維持したことが確認された． 
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Serum concentrations (g/mL) 
Sampling point 
Pre-dose 
 Day 1  
Day 2 Day 4 Day 8 Day 22 Day 57 
  0 h* 8 h**   
1004-01 BLOQ  74.497  42.317   40.370  27.132  22.802  14.329  7.519  
1014-04 BLOQ  52.842  42.910   39.189  25.548  22.145  17.218  6.109  
1028-07 BLOQ  61.534  49.593   42.728  31.788  31.304  18.484  6.903  
6003-03 BLOQ  56.606  52.814   44.705  41.973  32.980  21.247  10.216  
6022-12 BLOQ  39.706  34.253   30.065  19.052  15.357  12.653  6.323  
6043-14 BLOQ  56.061  49.446   38.257  28.367  28.005  19.909  12.827  
7018-05 BLOQ  62.628  47.710   36.987  27.299  23.150  15.050  13.584  
1005-02 BLOQ  BLOQ BLOQ  NS BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ 
1023-06 BLOQ  BLOQ BLOQ  BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ 
1035-11 BLOQ  52.250  33.331   30.045  23.901  20.116  12.369  6.651  
5003-08 BLOQ  30.203  24.171   24.294  24.071  22.386  14.943  7.353  
6018-10 BLOQ  BLOQ BLOQ  BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ 
6037-13 BLOQ  BLOQ BLOQ  BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ 
7023-09 BLOQ   67.393  57.439    45.639  35.323  27.384  21.504  9.455  
Mean 0.000   55.372  43.398   37.228  28.445  24.563  16.771  8.694  
SD 0.000    12.901  10.195    7.007  6.506  5.336  3.400  2.723  
*: 0 hours after end of infusion 
**: 8 hours after end of infusion 
BLOQ: Values below the lower limit of quantification (< 0.2 g/mL) 
SD: Standard deviation, NS: No sample 
Mean and SD were calculated from subjects (ten subjects) of active treatment. 
Patient ID 1005-02, 1023-06, 6018-10 and 6037-13 are placebo. 
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3-3-2.2 血清中 Urtoxazumab の薬物動態解析 
（１）血清中 Urtoxazumab 濃度推移 
海外健康成人における血清中薬物濃度推移を Fig.20に，小児 STEC感染患者（乳幼児）におけ
る血清中薬物濃度推移を Fig.21 に，小児 STEC 感染患者（6～12 歳）における血清中薬物濃度推
移及び国内健康成人における血清中薬物濃度推移を Fig.22に示す． 
 
   
Fig.20 Serum concentration-time curve following a single intravenous infusion of 
Urtoxazumab (Mean ± SD) in healthy adult subjects 
Each point represents the mean ± SD (standard deviation). 
Data are the mean and SD of the results from subjects (ten subjects) of active treatment. 
 
 
Fig. 21 Serum concentration-time curve following a single intravenous infusion of 
Urtoxazumab (Mean ± SD) in pediatric subjects infected with STEC  
Each point represents the mean ± SD (standard deviation). 
Data are the mean and SD of the results from subjects (ten subjects) of active treatment. 
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Fig.22 Serum concentration-time curve following a single intravenous infusion of 
Urtoxazumab (Mean ± SD) in pediatric STEC-infected subjects (6-12 years old) and 
healthy male Japanese 
Each point represents the mean ± SD (standard deviation). 
Data are the mean and SD of the results from subjects (ten subjects) of active treatment. 
 
海外健康成人で投与量 0.1 mg/kg～3 mg/kg まで，国内健康成人では 1 mg/kg～6 mg/kg まで，血
清中 Urtoxazumab濃度は用量依存的に推移した．両試験を通じて投与量 0.1 mg/kg～6 mg/kgまで，
血清中 Urtoxazumab 濃度は用量依存的に推移した．国内健康成人と海外小児患者（6～12 歳）に 3 
mg/kg 投与したときの平均血中濃度レベルは，投与後約 1 週間小児の方が低く推移していたが，
投与後 3 週間以降は小児の方がやや高く推移した（Fig.22）． 
Urtoxazumab の In vitro 中和活性試験より推察される有効血中濃度は 10g/mL であり，Urtoxazu- 
mab 3 mg/kg 以上の投与で有効性が期待された． 
 
（２）血清中 Urtoxazumab 薬物動態パラメータの考察 
・海外試験における小児と成人の比較 
海外健康成人と小児 STEC感染患者（乳幼児）における薬物動態パラメータの比較を Table 43
































 Pediatric patient (3mg/kg)
 Healthy Japanese (1mg/kg)
 Healthy Japanese (3mg/kg)
 Healthy Japanese (6mg/kg)
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Table 43 Comparison of pharmacokinetic parameters generated from a single i.v. infusion 
of Urtoxazumab in healthy adults and STEC-infected pediatric patients 
PK 
Parameters 
Healthy Adults Pediatric Patients 
1 mg/kg 
(n = 6) 
3 mg/kg 
(n = 6) 
1 mg/kg 
(n = 37) 
3 mg/kg 
(n = 35) 
Cmax (µg/mL) 25.49 ± 2.35 71.74 ± 12.52 19.64 ± 4.07 56.12 ± 12.08 
tmax (hours) 2.69 ± 2.02 3.68 ± 3.76 3.26 ± 4.18 2.93 ± 4.80 
AUCinf 
(µgd/mL) 
479.58 ± 127.92 1437.92 ± 286.50 342.30 ± 105.05 868.52 ± 268.47 
t1/2 (days) 26.3 ± 5.1 24.6 ± 5.0 24.4 ± 6.4 22.4 ± 6.2 
Vd (mL/kg) 76.7 ± 12.0 75.3  ± 13.7 109.4 ± 34.5 116.9 ± 36.8 
 
・国内試験における線形性の考察 
健康成人男性を対象に，3用量（1，3 及び 6 mg/kg）の Urtoxazumab を単回静脈内持続投与した
際の血清中薬物濃度は，投与開始後 0.5～3 時間（中央値）で Cmaxに達した後，平均 20.8～24.9 日
の半減期で消失した．Cmax は用量依存性を示し，パワーモデルによる検討で用量線形性が認めら
れた．AUCinf 及び AUCt の増加の割合が用量比をわずかに下回る可能性が示唆されたが，AUCinf
及び AUCtは用量依存性を示した． 
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小活 
第 3 章ではバイオ医薬品のバイオアナリシスとして，新規抗体医薬品である Urtoxazumab の小
児患者における血清中薬物濃度測定法について検討した．  





解 7 回，室温作業環境で 5 時間，凍結保存(-80℃)で 420 日安定であることを確認した．以上の結






























第 3 章では新規抗体医薬品である Urtoxazumab の小児患者における血清中薬物濃度測定法につ






ける血清中濃度測定に応用した．北米における First in Human の試験では，健康成人の血清中濃度
推移を確認し，引き続きアルゼンチンにおいて STEC 感染小児患者の血清中薬物濃度推移を明ら



















[1] Hill, H. (2013). The first 5 years of Bioanalysis: a story of growth and evolution. Bioanalysis, 5(24), 
2975-2980. 
[2] van Amsterdam, P., Companjen, A., Brudny-Kloeppel, M., Golob, M., Luedtke, S., & Timmerman, P. 
(2013). The European Bioanalysis Forum community's evaluation, interpretation and implementation 
of the European Medicines Agency guideline on Bioanalytical Method Validation. Bioanalysis, 5(6), 
645-659. 
[3] DeSilva B., Garofolo F., Rocci M., Martinez S., Dumont I., Landry F., Dicaire C., Szekely-Klepser G., 
Weiner R., Arnold M., Bansal S., Bateman K., Bauer R., Booth B., Davis S., Dudal S., Gouty D., 
Grundy J., Haidar S., Hayes R., Jemal M., Kaur S., Kelley M., Knutsson M., Le Blaye O., Lee J., 
Lowes S., Ma M., Mitsuoka T., Neto J. T., Nicholson R., Ormsby E., Sailstad J., Stevenson L., Tang 
D., Welink J., Viswanathan C. T., Wang L., Woolf E. and Yang, E. (2012). 2012 White Paper on 
Recent Issues in Bioanalysis and Alignment of Multiple Guidelines. Bioanalysis, 4(18), 2213-2226. 
[4] “Guideline on Bioanalytical method validation”, EMEA/CHMP/EWP/192217/2009 
[5] “Guidance for Industry, Bioanalytical Method Validation”, FDA (2001) 
[6] “Guideline on Bioanalytical Method Validation in Pharmaceutical Development”, Ministry of Health 
(2013) 
[7] Shah V. P., Midha K. K., Dighe S., McGilveray I. J., Skelly J. P., Yacobi A., Layloff T., Viswanathan 
C. T., Cook C. E., McDowall R. D. (1990) Analytical methods validation: bioavailability, 
bioequivalence and pharmacokinetic studies. Conference report. European journal of drug metabolism 
and pharmacokinetics, 16(4), 249-255. 
[8] Shah V. P., Midha K. K., Findlay J. W., Hill H. M., Hulse J. D., McGilveray I. J., McKay G., Miller K. 
J., Patnaik R. N., Powell M. L., Tonelli A., Viswanathan C. T. and Yacobi A. (2000). Bioanalytical 
method validation—a revisit with a decade of progress. Pharmaceutical research, 17(12), 1551-1557. 
[9] Viswanathan C. T., Bansal S., Booth B., DeStefano A. J., Rose M. J., Sailstad J., Shah V.P., Skelly J. 
P., Swann P. G. and Weiner, R. (2007). Quantitative bioanalytical methods validation and 
implementation: best practices for chromatographic and ligand binding assays. Pharmaceutical 
research, 24(10), 1962-1973. 
[10] Timmerman, P., Luedtke, S., van Amsterdam, P., Brudny-Kloeppel, M., Lausecker, B., Fischmann, S., 
Globig S., Sennbro C. J., Jansat J. M., Mulder H., Thomas E., Knutsson M., Kasel D., White S.A., 
Kall M. A., Mokrzycki-Issartel N., Freisleben A., Romero F., Andersen M. P., Knebel N., de Zwart 
M., Laakso S., Hucker R. S., Schmidt D., Gordon B., Abbott R. and Boulanger P. (2009). Incurred 
sample reproducibility: views and recommendations by the European Bioanalysis Forum. Bioanalysis, 
1(6), 1049-1056. 
[11] Fast D. M., Kelley M., Viswanathan C. T., O’Shaughnessy J., King, S. P., Chaudhary A., Weiner R., 
DeStefano A. J. and Tang D. (2009). Workshop report and follow-up—AAPS workshop on current 
topics in GLP bioanalysis: assay reproducibility for incurred samples—implications of Crystal City 
recommendations. The AAPS journal, 11(2), 238-241. 
[12] DeSilva, B., Garofolo, F., Rocci, M., Martinez, S., Dumont, I., Landry, F., Dicaire C, Szekely-Klepser 
G, Weiner R, Arnold M, Bansal S, Bateman K, Bauer R, Booth B, Davis S, Dudal S, Gouty D, 
Grundy J, Haidar S, Hayes R, Jemal M, Kaur S, Kelley M, Knutsson M, Le Blaye O, Lee J, Lowes S, 
Ma M, Mitsuoka T, Neto JT, Nicholson R, Ormsby E, Sailstad J, Stevenson L, Tang D, Welink J, 
Viswanathan CT, Wang L, Woolf E. and Yang, E. (2012). 2012 White Paper on Recent Issues in 
Bioanalysis and Alignment of Multiple Guidelines. Bioanalysis, 4(18), 2213-2226. 
[13] Ikeda K., Ida O., Kimoto K., Takatorige T., Nakanishi N. and Tatara K. (2000). Predictors for the 
development of haemolytic uraemic syndrome with Escherichia coli O157: H7 infections: with focus 
on the day of illness. Epidemiology and infection, 124(3), 343-349. 
[14] Buteau C., Proulx F., Chaibou M., Raymond D., Clermont M. J., Mariscalco M. M., Lebel M.H. and 
Seidman E. (2000). Leukocytosis in children with Escherichia coli O157: H7 enteritis developing the 
hemolytic-uremic syndrome. The Pediatric infectious disease journal, 19(7), 642-647. 
[15] Lopez E. L., Contrini M. M. and Rosa M. F. D., 1998. Epidemiology of Shiga toxin-producing 
Escherichia coli in South America, pp. 30-37. In Kaper J. B. and O'Brien A. D. (ed.), Escherichia coli 
O157:H7 and other Shiga toxin-producing E. coli strains. American Society for Microbiology, 
Washington, D.C. 
[16] Caprioli A. and Tozzi A. E. 1998. Epidemiology of Shiga toxin-producing Escherichia coli infections 
in continental Europe, pp. 38-48. In Kaper J. B. and O'Brien A. D. (ed.), Escherichia coli O157:H7 
and other Shiga toxin-producing E. coli strains. American Society for Microbiology, Washington, 
D.C. 
[17] Michino H., Araki K., Minami S., Takaya S., Sakai N., Miyazaki M., Ono A. and Yanagawa H. 
(1999). Massive outbreak of Escherichia coli O157: H7 infection in schoolchildren in Sakai City, 
Japan, associated with consumption of white radish sprouts. American journal of epidemiology, 150(8), 
787-796. 
[18] Waters J. R., Sharp J. C. and Dev V. J. (1994). Infection caused by Escherichia coli O157: H7 in 
Alberta, Canada, and in Scotland: a five-year review, 1987–1991. Clinical Infectious Diseases, 19(5), 
834-843. 
[19] Frank, C., Faber, M. S., Askar, M., Bernard, H., Fruth, A., Gilsdorf, A., Hohle M., Karch H., Krause 
G., Prager R., Spode A., Stark K. and Werber D. (2011). Large and ongoing outbreak of haemolytic 
uraemic syndrome, Germany, May 2011. Euro Surveill, 16(21), 1-3. 
[20] Fukase, H. (2006). Multiple dose study of ciclesonide in healthy male volunteers-Phase I study. 
JAPANESE PHARMACOLOGY AND THERAPEUTICS, 34(11), 1201. 
[21] Boss, H., Minic, P. and Nave, R. (2010). Similar results in children with asthma for steady state 
pharmacokinetic parameters of ciclesonide inhaled with or without spacer. Clinical medicine insights. 
Pediatrics, 4, 1-10. 
[22] Allen, D. B., Bielory, L., Derendorf, H., Dluhy, R., Colice, G. L., & Szefler, S. J. (2003). Inhaled 
corticosteroids: past lessons and future issues. Journal of allergy and clinical immunology, 112(3), 
S1-S40. 
[23] Dahl, R. (2006). Systemic side effects of inhaled corticosteroids in patients with asthma. Respiratory 
medicine, 100(8), 1307-1317. 
[24] Dietzel K., Engelstätter R., Keller A., Hansel T. T. and Barnes PJ (eds): New Drugs for Asthma, 
Allergy and COPD. Prog Respir Res. Basel, Karger 2001, vol. 31, pp 91-93 
[25] Stoeck M., Riedel R., Hochhaus G., Häfner D., Masso J. M. , Schmidt B., Hatzelmann A., Marx D. 
and Bundschuh D. S. (2004). In vitro and in vivo anti-inflammatory activity of the new glucocorticoid 
ciclesonide. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 309(1), 249-258. 
[26] Mutch, E., Nave, R., McCracken, N., Zech, K. and Williams, F. M. (2007). The role of esterases in the 
metabolism of ciclesonide to desisobutyryl-ciclesonide in human tissue. Biochemical pharmacology, 
73(10), 1657-1664. 
[27] Valotis, A., Neukam, K., Elert, O. and Högger, P. (2004). Human receptor kinetics, tissue binding 
affinity, and stability of mometasone furoate. Journal of pharmaceutical sciences, 93(5), 1337-1350. 
[28] Newman S., Salmon A., Nave R. and Drollmann A. (2006) High lung deposition of 99mTc-labeled 
ciclesonide administered via HFA-MDI to patients with asthma. Respir Med, 100(3),375-84.  
[29] Nave, R., Fisher, R. and Zech, K. (2006). In Vitro metabolism of ciclesonide in human lung and liver 
precision‐cut tissue slices. Biopharmaceutics & drug disposition, 27(4), 197-207. 
[30] Nave, R. and McCracken, N. (2008). Metabolism of ciclesonide in the upper and lower airways: 
review of available data. Journal of asthma and allergy, 1, 11-18. 
[31] Nave, R. (2009). Clinical pharmacokinetic and pharmacodynamic profile of inhaled ciclesonide. 
Clinical pharmacokinetics, 48(4), 243-252. 
[32] Nave, R., Bethke, T. D., van Marle, S. P. and Zech, K. (2004). Pharmacokinetics of [14C] ciclesonide 
after oral and intravenous administration to healthy subjects. Clinical pharmacokinetics, 43(7), 
479-486. 
[33] Li, Y. N. B., Tattam, B. N., Brown, K. F., & Seale, J. P. (1997). A sensitive method for the 
quantification of fluticasone propionate in human plasma by high-performance liquid 
chromatography/atmospheric pressure chemical ionisation mass spectrometry. Journal of 
pharmaceutical and biomedical analysis, 16(3), 447-452. 
[34] Tattam, B., Brown, K. F., & Seale, J. P. (2001). Quantification of epimeric budesonide and fluticasone 
propionate in human plasma by liquid chromatography–atmospheric pressure chemical ionization 
tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications, 
761(2), 177-185. 
[35] Callejas, S. L., Biddlecombe, R. A., Jones, A. E., Joyce, K. B., Pereira, A. I., & Pleasance, S. (1998). 
Determination of the glucocorticoid fluticasone propionate in plasma by automated solid-phase 
extraction and liquid chromatography–tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography B: 
Biomedical Sciences and Applications, 718(2), 243-250. 
[36] Su, M. X., Song, M., Zhuang, Y., Wang, Y. Q., & Hang, T. J. (2011). Simultaneous determination of 
ciclesonide and its active metabolite desisobutyryl-ciclesonide in human plasma by 
LC–APCI-MS/MS: Application to pharmacokinetic study in healthy Chinese volunteers. Journal of 
pharmaceutical and biomedical analysis, 55(1), 230-235. 
[37] 角田省二，長澤由美子，福崎英一郎 (2013). 生物工学講座バイオよもやま話「質量分析にお
けるイオン化法の重要性」生物工学会誌，vol91, no3, 101-104 
[38] Masuda, Y., Kanayama, N., Manita, S., Ohmori, S. and Ooie, T. (2007). Development and validation 
of bioanalytical methods for Imidafenacin (KRP-197/ONO-8025) and its metabolites in human plasma 
by liquid chromatography–tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography B, 853(1), 70-79. 
[39] Cai, Y., Kingery, D., McConnell, O. and Bach, A. C. (2005). Advantages of atmospheric pressure 
photoionization mass spectrometry in support of drug discovery. Rapid communications in mass 
spectrometry, 19(12), 1717-1724. 
[40] Mascher, H. J., Zech, K., & Mascher, D. G. (2008). Sensitive simultaneous determination of 
ciclesonide, ciclesonide-M1-metabolite and fluticasone propionate in human serum by HPLC–MS/MS 
with APPI. Journal of Chromatography B, 869(1), 84-92. 
[41] James N. Miller, Jane C. Miller, “Statistics and Chemometrics for Analytical Chemistry (6th Edition)”, 
Chapter 5, p110-151, Pearson Education Canada, (2010) 
[42] Nave, R. (2009). Clinical pharmacokinetic and pharmacodynamic profile of inhaled ciclesonide. 
Clinical pharmacokinetics, 48(4), 243-252. 
[43] Devadason, S. G., Huang, T., Walker, S., Troedson, R. and Le Souëf, P. N. (2003). Distribution of 
technetium-99m-labelled QVARTM delivered using an AutohalerTM device in children. European 
Respiratory Journal, 21(6), 1007-1011. 
[44] Yamasaki, S. and Takeda, Y. (1997). Enterohemorrhagic Escherichia coli O157: H7 episode in Japan 
with a perspective on Vero toxins (Shiga-like toxins). Toxin Reviews, 16(4), 229-240. 
[45] Ostroff, S. M., Tarr, P. I., Neill, M. A., Lewis, J. H., Hargrett-Bean, N. and Kobayashi, J. M. (1989). 
Toxin genotypes and plasmid profiles as determinants of systemic sequelae in Escherichia coli O157: 
H7 infections. Journal of Infectious Diseases, 160(6), 994-998. 
[46] Tesh, V. L., Burris, J. A., Owens, J. W., Gordon, V. M., Wadolkowski, E. A., O'brien, A. D. and 
Samuel, J. E. (1993). Comparison of the relative toxicities of Shiga-like toxins type I and type II for 
mice. Infection and immunity, 61(8), 3392-3402. 
[47] Paton, J. C. and Paton, A. W. (1998). Pathogenesis and diagnosis of Shiga toxin-producing 
Escherichia coli infections. Clinical microbiology reviews, 11(3), 450-479. 
[48] Ling, H., Boodhoo, A., Hazes, B., Cummings, M. D., Armstrong, G. D., Brunton, J. L. and Read, R. J. 
(1998). Structure of the shiga-like toxin I B-pentamer complexed with an analogue of its receptor Gb3. 
Biochemistry, 37(7), 1777-1788. 
[49] Fraser, M. E., Fujinaga, M., Cherney, M. M., Melton-Celsa, A. R., Twiddy, E. M., O'Brien, A. D. and 
James, M. N. (2004). Structure of Shiga toxin type 2 (Stx2) from Escherichia coli O157: H7. Journal 
of Biological Chemistry, 279(26), 27511-27517. 
[50] Colburn W. A. and Lee J. W. (2003). Biomarkers, validation and pharmacokinetic-pharmacodynamic 
modelling. Clinical pharmacokinetics, 42(12), 997-1022. 
[51] Chau C. H., Rixe O., McLeod H. and Figg W. D. (2008). Validation of analytic methods for 
biomarkers used in drug development. Clinical Cancer Research, 14(19), 5967-5976. 
[52] Lee J. W., Weiner, R. S., Sailstad J. M., Bowsher R. R., Knuth D. W., O’Brien P. J., Fourcroy J. L., 
Dixit R., Pandite L., Pietrusko R.G. , Soares H. D., Quarmby V., Vesterqvist O. L., Potter D. M., 
Witliff J. L., Fritche H. A., O'Leary T., Perlee L., Kadam S. and Wagner, J. A. (2005). Method 
validation and measurement of biomarkers in nonclinical and clinical samples in drug development: a 
conference report. Pharmaceutical research, 22(4), 499-511. 
[53] Lee, J. W. (2009). Method validation and application of protein biomarkers: basic similarities and 
differences from biotherapeutics. Bioanalysis, 1(8), 1461-1474. 
[54] Nicholson R., Lowes S., Caturla M. C., Safavi A., Mamelak D., Islam R., Allinson J., Gouty D., Khan 
M., Lelacheur R., Shoup R., Martinez S., Dumont I., Zimmer J., Steffen R., Petrilla J., Awaiye K., 
Sheldon C., Turk D., Fast D., Kamerud J., Dinan A., Lin Z. J., Garofolo W., Tang D., Wright L., Lin 
J., Yamashita Y., Liu Y., Xu A., Hayes R., Bouhajib M., Levesque A., Gagnon-Carignan S., Harman 
J., Warren M., Karnik S., Cojocaru L., Reuschel S., Gonzalez P., Fatmi S., Vija J., Rock M., Malone 
M., Nowatzke W. and Fang X. (2012). Conference Report: 6th GCC focus on LBA: critical reagents, 
positive controls and reference standards; specificity for endogenous compounds; biomarkers; 
biosimilars. Bioanalysis, 4(19), 2335-2342. 
[55] Jinneman, K. C., Yoshitomi, K. J. and Weagant, S. D. (2003). Multiplex real-time PCR method to 
identify Shiga toxin genes stx1 and stx2 and Escherichia coli O157: H7/H− serotype. Applied and 
environmental microbiology, 69(10), 6327-6333. 
[56] Mire-Sluis A. R., Barrett Y. C., Devanarayan V., Koren E., Liu H., Maia M., Parish T., Scott G., 
Shankar G., Shores E., Swanson S. J., Taniguchi G., Wierda D. and Zuckerman L. A. (2004). 
Recommendations for the design and optimization of immunoassays used in the detection of host 
antibodies against biotechnology products. Journal of immunological methods, 289(1), 1-16. 
[57] Koren E., Smith H. W. , Shores E., Shankar G., Finco-Kent D., Rup B., Barrett Y. C., Devanarayan V., 
Gorovits B., Gupta S., Parish T., Quarmby V., Moxness M., Swanson S. J., Taniguchi G., Zuckerman 
L. A., Stebbins C. C. and Mire-Sluis A. (2008). Recommendations on risk-based strategies for 
detection and characterization of antibodies against biotechnology products. Journal of Immunological 
Methods, 333(1), 1-9. 
[58] DeSilva B., Smith W., Weiner R., Kelley M., Smolec J., Lee B., Khan M., Tacey R., Hill H. and 
Celniker A. (2003). Recommendations for the bioanalytical method validation of ligand-binding 
assays to support pharmacokinetic assessments of macromolecules. Pharmaceutical research, 20(11), 
1885-1900. 
[59] Yadav M. and Shrivastav P. S. (2011). Incurred sample reanalysis (ISR): a decisive tool in 
bioanalytical research. Bioanalysis, 3(9), 1007-1024. 
